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Lời nói đầu 


iống như tên sách, polymer sinh học biển là một dạng hợp chất Cao phân tử 
có nguồn gốc từ sinh vật biển, trải rộng từ các vị sinh vật cho. đến thực vật 
và động vật biển. Các polymer này có bản chất hoá học rất đa dạng và 
phong phú. Trong cùng một chất, tính đa dạng của chúng cũng rất lớn. 
Chính điều đó làm cho các polymer sinh học có thẻ đảm nhận nhiễu tính 
chất chức năng bao trùm trên một phạm vi rộng lớn bên trong cơ thể sinh 
vật và các ứng dụng đa dạng khi được tách chiết ra. 


Trong khuôn khô rất hạn chế của cuốn sách, chúng tôi chỉ giới thiệu một số 
polymer sinh học biển thường gặp, đã được nghiên cứu và phát triển ứng 
dụng phổ biến nhất. Đó là các polysaccharide từ rong biển bao gồm agar, 
alginate và carrageenan. Đối với các polymer sinh học từ động vật, chúng 
tôi chọn hai chất có ứng dụng quan trọng nhất là chitin và collagen. 

Một đặc điểm quan trọng của các polymer sinh học là tính đa dạng trong cấu 
trúc. các polysaccharide đều có câu trúc thay đối theo loài, điều kiện sinh 
sống ; trên cùng một cá thể, cấu trúc của một polysaccharide cũng có thể 
thay đổi. Chính điều này làm cho. việc nghiên cứu cấu trúc trở nên rất khó 
khăn và các đại lượng đặc trưng cho câu trúc đều có tính chất thông kê, Về 
mặt sản xuất, tính chất này làm cho các nhà công nghiệp gặp nhiều trở ngại 
khi muốn Ổn định chất lượng và tính chất của sản phâm. Trong phần 1. hai 
chương đầu của cuồn sách được dành cho việc trình bày cấu trúc và quan hệ 
cấu trúc - tính chất của các polymer sinh học biển. Do bản chất phức tạp 
của cấu trúc phân tử, của cầu hình trong dung dịch và tương tác giữa chúng, 
các mô hình toán mô tả đôi khi trở nên phức tạp và khó hình dung, chăng 
hạn như các khai triển virial của các phương trình mô tả dung dịch loãng, Vì 
vậy, chúng tôi cố gắng hạn chế các công thức toán học và thay vào đó bằng 
các mô tả vật lí để bạn đọc dễ hình dung. Chương 3 trình bày vắn tắt các 
phương pháp quan trọng nhất trong nghiên cứu các polymer sinh học là 
phương pháp đo độ nhớt, các phố như cộng hưởng từ, phô hông ngoại, sắc 
kí lọc gel và phương pháp điện di. 

Phần 2 và phần 3 của cuốn sách dành cho việc giới thiệu các polymer sinh 
học biển cụ thẻ. Mỗi phần đều được trình bày theo trình tự chung là nguồn 
gốc sinh vật dùng tách chiết polymer, cấu trúc hoá học và tính chất, quy 
trình tách chiết và cuối cùng là ứng dụng. Trong, phần nguồn gốc, chúng tôi 
không có tham vọng | nêu ( tất cả các loài mà chỉ nêu một số loài thường dùng 
trong sản xuất. Ở phần cấu trúc tính chất, các phương pháp nghiên cứu quan 
trọng đã trình bày đều được áp dụng trong việc mô tả câu trúc và giải thích 
các trạng thái cũng như biến đổi động thái của các polymer. Công nghệ tách 
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chiết được nhấn mạnh ở các nguyên lí và các công đoạn quan trọng nhất, 
sao cho giữ ‹ được cầu trúc và tính chất càng ít bị hư hại trong quá trình tách 
chiết càng tốt hơn là mô tả tỉ mỉ công nghệ. Các thông số công nghệ cụ thẻ 
ít có ý nghĩa khi đi từ loài này đến loài khác trong việc tách chiết. Do đó 
chúng tôi khuyên độc giả nên tự kiểm tra để tìm ra các thông số cụ thể hơn 
là áp dụng một cách máy móc các con số. Tính nhạy cảm và dễ bị ảnh 
hưởng của các polymer sinh học khi tách chiết đòi hỏi sự tỉnh tế của người 
nghiên cứu và luôn thay đổi tuỳ theo nguyên liệu. 





Phần ứng dụng của các polymer được tập trung vào các tính chất mới và 
liên quan nhiều đến các khám phá tỉnh tế trong cấu trúc. Các ứng dụng hiện 
đại của các polymer sinh học biển có xu hướng tập trung vào y sinh học và 
công nghệ sinh học hiện đại. Từ các ứng dụng đơn giản trong thực phẩm 
hay kĩ thuật, các polymer sinh học ngày càng được ứng dụng sâu xa hơn 
trong công nghệ sinh học và y được như cố định tế bào, kĩ thuật mô, kĩ thuật 
nhà chậm thuốc và điều chế thuốc. Các phân tử polymer sinh học khi được 
biến đổi cấu trúc một cách chủ động (tailoring) đã mang lại các ứng dụng rất 
chuyên biệt. Vai trò của nó trong việc điều hoà một số chức năng trong cơ 
thể đã mang lại nhiều chú ý hơn là quan niệm chỉ dùng làm chất độn trong 
thực phẩm. Khi bị thuỷ phân đến các oligomer có phân tử lượng thích hợp, 
các polymer sinh học biển còn bộc lộ nhiều tính chất quý giá như Tản thích 
sinh trưởng, tăng cường hệ miễn dịch và giảm nguy cơ mắc một số bệ! 


Trung quá trình biên soạn sách, khó tránh khỏi những sai sót ngoài ý xước 
rất mong quý bạn đọc góp ý để những lần xuất bản sau được hoàn chỉnh 
hơn. Cuỗi cùng, chúng tôi xin chân thành cám ơn Đại sứ quán Na Uy tại 
Việt Nam, lãnh đạo Trường Đại học Nha Trang, Ban quản lí „Dư án 
SRV17025 đã tạo điều kiện và tài trợ kinh phí cho việc thực hiện cuốn sách 
này. Để hoàn thiện cuốn sách, không thẻ thiếu sự góp ý của các đồng nghiệp 
và vai trò của người biên tập, chúng tôi cũng xin chân thành cảm ơn các bạn 
đồng nghiệp và Ban biên tập Khoa học tự nhiên, Công ty CP Dịch vụ xuất 
bản giáo dục Gia Định (Nhà xuất bản Giáo dục Việt Nam) đã sửa chữa và 
đóng góp nhiều ý kiến quý báu. 


CÁC TÁC GIÁ 


PHÀN 1: CÁC KIỀN THỨC CĂN BẢN 
VÈ POLYMER SINH HỌC 


CHƯƠNG 1 
CÁU TRÚC HOÁ HỌC CỦA CÁC POLYMER SINH HỌC 


1. Các đại phân tử polymer và polymer sinh học 


Polymer hay đại phân tử là các phân tử được tạo thành từ các đơn vị nhỏ 
hơn là các monomer. Polymer thường có dạng mạch thẳng với nhiều hình 
dạng khác nhau. Oligomer có số lượng các monomer ít hơn từ 2 đến 20. 
Một phân tử được xem như đại phân tử khi khối lượng phân từ của nó lớn 
hơn 10.000 g/mol. 

Polymer sinh học là các đại phân tử có nguồn gốc từ sinh vật. Khi các sinh 
vật đó là các động thực vật biên, ta có các polymer sinh học biển. 

Các polymer sinh học được chia làm 4 nhóm chính: nucleotid, protein, 
carbohydrate và lipid. Liên quan đến các sinh vật biên, cuốn sách nảy trình 
bày giới hạn ở hai loại polymer sinh học là protein và polysaccharide, là hai 
nhóm có ứng dụng rât rộng. 


Bảng 1.1 Chức năng, nhóm và phân loại polymer sinh học. 











Chức năng Nhóm Phân loại 
Xúc tác Enzyme Protein 
Tổn trữ năng lượng Tỉnh bột, glycogen Polysaccharide 
Tạo cầu trúc Collagen. cellulose, chiin | Protein, polysaccharide, 
8lycoprotein 
Lưu trữ và truyền thông tin DNA, RNA Acid nucleic 
Nhận biết phân tử và tế Thụ thể Glycoprotein 
bào Myosin Protein 
Chuyển hoá năng lượng 
hoá học thành năng lượng 
nn h An Hormone Protein, oligopeptide, 
Phát tín hiệu CA ei steroid 
F Câu trúc màng 
Bơm ion Mieini Protein 
Bôi trơn Glycoprotein, 
polysaccharide 














2. Protein 


Protein đóng vai trò trung tâm trong sinh hoá. Chúng phân bố rất rộng trong 
tự nhiên và ảnh hưởng đến tất cả các phản ứng trong cơ thể sống. Một số 
protein là các enzyme đóng vai trò xúc tác cho các phản ứng sinh hoá theo 
một cách rất đặc trưng. Một số khác đóng vai trò như các động cơ hoá sinh 
và chuyển hoá năng lượng hoá học thành chuyển động của các tế bào cơ. 
Protein còn đóng vai trò cầu tạo cấu trúc cho cơ thẻ như collagen. 


a) Các acid amin 


Protein có cầu tạo từ các acid amin. Acid amin đơn giản nhất là gÌycine, có 
thể phát sinh từ acid acetic khi thay một nguyên tử hydro. bằng nhóm amin. 
Nếu thay một nguyên tử hydro khác bằng nhóm CHạ ta có một acid amin 
khác là alanine. Do đó ta có thể viết công thức tổng quát của acid amin như 
Sau: 


NHạ 


R——C——COOH 


Các acid amin có thể tạo ra các liên kết peptide giữa chúng bằng phản ứng 
trùng ngưng (condensation reaction). Nhiều acid amin có thể liên kết với 
nhau thành một mạch dài gọi là polypeptide. Polypeptide có đầu cuối là một 
amin (N-terminal) hay một carboxyl (COOH terminal). Trong tự nhiên các 
acid amin phân bố dọc theo mạch Polypeptide theo một trình tự nghiêm 
ngặt. Một protein gồm có một đến bốn chuỗi như thế, chúng nối với nhau 
bằng các liên kết vật lí và các cầu disulfide giữa các gốc cystein từ các mạch. 
khác nhau. 


9n 9 R 
l II 


Ñ 
l5 N⁄ Xử xẻ” b nh NZ” 


| | J 


l§ 
R, R 


Trong tất cả các acid amin ngoại trừ gÌycine, nguyên tử carbon œ tạo nên 
một trung tâm bất đối. Các nhóm thế trên nguyên tử carbon này có thể sắp 
xếp theo hai cách đối xứng với nhau qua gương. Khi vẽ mạch carbon nằm 
ngang trên giấy và nguyên tử carbon đánh số cao nhất hướng vê phía trên tờ 


giấy, nếu nhóm chức nằm bên trái, ta có cấu hình dạng L, nếu nhóm chức 
năm bên phải, ta có dạng D. 


Hình 1.1 Phân từ acid amin alanin 


Trong tự nhiên tất cả các protein đều cấu thành từ L acid amin. Dạng D chỉ 
xuất hiện trong một ít câu trúc sinh học như vách tÊ bào của một số vi 
khuẩn, chất kháng sinh hay nọc rắn ở dạng các oligo-peptide. Các protein 
thông thường cấu tạo từ 20 acid amin khác nhau. Người ta phân nhóm theo 
tính chất hoá học của các nhóm bên. Mỗi acid arnin được việt tắt bằng 3 chữ 
cái. Ví dụ acid aspartic viết tắt là Asp, acid glutamic là Glu. 


'OH 


Hm—C—NH; 





CHạ ếH 
L-Alanine D-Alanine 


Các nhóm bên chứa các nhóm chức -NH; (—NH;”). -COOH (-COO), 
~OH, ~SH... có thể tham gia các phản ứng hoá học và tương tác vật lí iữ 
chúng và các phân tử khác. Trong glycoprotein. mạch đường liên kết hoá 
học với các nhóm chức của các acid amin, thường gặp nhất là serine và 
threonine. Liên kết này được tạo thành do sự trùng ngưng giữa OH của một 
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gốc đường với nhóm hydroxyl của carbon B trên một acid amin. Acid amin 
cystein có nhóm mercapto (SH) liên kết với nhóm bên của một cystein 
khác tạo thành các cầu nói đisulfide (S~S). 





Phân từ cystine tạo bởi cầu nói đisulfide từ hai phân tử cysteine. 


Khi acid amin cùng nằm trên một mạch peptide, các liên kết đisulñde SẼ lạo 
vòng kín hoặc uốn cong mạch. Liên kết này cũng có thể nối hai mạch 


khác nhau. 
c{ể. N 
NH—.H; Hạ H⁄⁄ 
€——c —§—s— _ 
HN co 


Liên kết đisulfide giữa hai mạch polypeptide khác nhau. 


Phân lớn các sinh vật cần có 20 acid amin này để tổng hợp nên các protein. 
Một số sinh Vật như thực vật, có thể tổng hợp tất cá các acid amin từ các 
chất vô cơ. Một số sinh vật khác (như con người) không có khả năng tông 
hợp một số acid amin và do đó phải lấy chúng từ thực phẩm. Người ta gọi 
chúng là các acid amin thiết yếu. Các acid amin thiết yếu đối với con người 
là valine, leucine, isoleucine, lysine, threonine, tryptophan, methionine, 
phenylalanine, histidine và arginine. Hai acid amin €ystein và tyrosine là các 
acid amin thiết yếu có điều kiện, Chúng được tông hợp tương ứng từ 
methionine (lây gốc —CH;) và phenylalanine (thêm ~OH). Protein dùng làm 
thực phẩm phải có đủ các acid amin thiết yếu. Protein từ động vật có thành 
phân tương tự protein của người. Những người chỉ ăn protein từ thực vật có 
nguy cơ thiểu các acid amin thiết yếu. Protein từ ngũ cộc thiếu hai acid amin 
là lysine và tryptophan. Bệnh do thiếu các acid amin trong thực phẩm rất 
phô biến ở trẻ em các nước đang phát triển. 

Tắt cả các acid amin đều có chứa nhóm amin và nhóm carboxyl có thể nhận 
hay cho đi proton. Một số acid amin có chứa các nhóm bên là nhóm kiểm, 
nhận proton hay nhóm acid, cho proton. Do đó, các protein là các chất đa 
điện li, là tính chất rất quan trọng trong sinh học. Cân chú ý là cả acid amin 


và protein đều có chứa các nhóm base và nhóm acid trong cùng một phân 
tử, do đó chúng có điện tích tông là âm, dương hoặc trung hoà, nghĩa là sô 
điện tích âm băng sô điện tích dương. 
Acid amin đơn trị: HA Œ—> HÌ+A_” 
CN H]ÍA' 
Hằng số phân li Kạ được định nghĩa: K;, = 
[ra] 
Nồng độ tổng cộng của acid thêm vào hệ thống là: Cạ =[HA]+| A' ] 
Gọi độ phân li là œ: „1 

G 


Hlœ 
Thay vào phương trình trên ta có: K; -Ir}z 


1~ư 
Lấy logarit hai về ta có: logK„ = log[H" tr 
-ễơ 

Ta thu được phương trình Henderson-Haselback: 

pH=pK, +log—“— đ.) 

1œ 

Với pH=-log[H”] và pK,=-logKa 
Tương tự với acid amin hoá trị hai (đivalent) 

H,A' œHA°+H' c+A' +2H' 
Điểm đẳng điện hay pH đẳng điện, kí hiệu là pl, là giá trị pH tại đó điện tích 


tổng của acid amin bằng không và phân tử không di chuyển trong trường 
tĩnh điện. Tại pH lớn hơn pl, phân tử tích điện âm và đi về phía anod. ỞpH 
nhỏ hơn pI phân tử tích điện dương và đi về phía catod. Có thể xác định 
điểm đẳng điện bằng thiết bị điện di hoặc tính toán nếu biết các nhóm chức. 


Nhóm carboxyl phân li như sau: 
*NH;-CHR~COOH —> HỶ + ˆNH;-CHR-COO” 


Đối với nhóm amin: 
 NH;-CHR-COO  £—> H +NH;-CHR-COO- 
A-IJj|H" 
`. 
L4) 

š HA! |[H* | K;;| HA? 

Sau khi biến đổi ta có: liaäi LuàI =— l 
Kặn [H ] 
Lấy logarit hai về ta có: pH=pI “20K, +pK¿¿) (12) 
Đối với alanin có: PK = 2,35, pKaz = 9,7 ta có pÍ = 6 
Bảng 1.2 Điểm đẳng điện của một số acid amin 


























Acid amin pKạx pKa2 p 
Glutamine v] — 91 5,65 
| Serine 22 | 9,15 57 
Leucine [75 5% 6 
Alanine 235 | 97 6 
Giyeine ] 34] —56 6 











b) Cấu trúc và tính chất căn bản của protein 


Protein bao gồm một hay nhiều chuỗi peptide, trong đó các acid amin liên 
kết theo một trình tự xác định. Các protein là đơn phân tán vì đối với mỗi 
protein, sô acid amin là xác định và trình tự của chúng là nghiêm ngặt. Số 
lượng acid amin và trình tự của chúng tạo nên cấu trúc bậc một của protein. 
Protein có số lượng nhóm chức khác nhau và làm cho chúng phù hợp với 
các chức năng sinh học và phản ứng chuyên biệt. Các chức năng đó liên 
quan mật thiết với các cấu trúc phức tạp trong không gian ba chiều. 


Cho đến nay, người ta đã biết cấu trúc bậc một của hơn 10000 protein. Một 
kết luận rút ra từ các công trình nghiên cứu là protein từ các sinh vật rất 
khác nhau, với cùng chức năng hoá sinh thường có cấu trúc bậc một rất 
giông nhau hoặc đồng nhất. Quan sát này có ý nghĩa trong việc giúp cho 


việc chỉ ra tính chất của một protein mới phát hiện. Khi đã biết cấu trúc bậc. 


một của protein, người ta có thể tra dữ liệu điện tử có chứa tất cả cầu trúc 
của các protein đã biết và tìm ra các chức năng chuyên biệt của nó. 

Cấu trúc bậc hai của protein 

Cấu trúc xoắn a 

Trong mạch peptide, liên kết C-N có khoảng cách ngắn hơn là liên kết CN 
trong các hợp. chất khác. Điều này cho thây liên kết peptide có một phân đặc 
tính của liên kết đôi và do đó không thể quay tự do như các liên kết N-Cạ và 
C-C„ trong mạch polypeptide. Mỗi liên kết peptide năm trong một mặt 
phẳng và hai mặt phẳng nối với cùng một carbon alpha có thể quay tương 
đối với nhau. Điều này tạo nên sự xoăn của một mạch polypeptide. Khi 
mạch polypeptide xoắn phải, ta có cầu trúc bậc hai œ xoăn phải, là cấu trúc 
thường gặp nhất trong tự nhiên với mỗi vòng xoắn gồm ba gốc acid amin. 
Các liên kết hydro N-H tạo nên sự bèn vững. của cầu trúc xoắn. Một cấu trúc 
cấp hai œ khác là xoắn trái của mạch polyproline không tìm thấy trong các 
protein hình cầu nhưng tạo nên cầu trúc cấp hai của collagen. 

Cấu trúc nếp gấp ñ 

Theo cấu hình này, mặt phẳng chuỗi polypeptide có dạng tắm gấp nếp 
(pleated sheets) và chia làm hai loại: loại đôi song song trong đó các đoạn 
polypeptide đi từ đầu -NH; đến đầu -COOH theo các chiều ngược nhau; 
loại song song có các đoạn polypeptide chạy cùng. chiều. 


Cầu trúc uốn ƒ 


Theo cấu trúc này, đoạn polypeptide uốn cong lại chính nó và được duy trì 
bằng một liên kết hydro. Mỗi vòng, uến 8 có 4 gốc acid amin. 


Trong một phân tử protein có thể chứa một hai cả ba loại cấu trúc cấp hai 
nói trên với tỉ lệ khác nhau. 


Cầu trúc bậc ba của protein 


Các tương tác không phải là cộng hoá trị giữa các đoạn polypeptide có cấu 
trúc bậc hai khác nhau cùng với tương tác giữa các nhóm bên và mạch chính 
tạo nên cấu trúc cấp ba của một protein. Một điểm chủ yếu trong cầu trúc 
cấp ba là các nhóm R không phân cực. Chúng tạo thành vùng kị nước từ các 
nhóm bên R phân bố ở các gốc acid amin khác nhau trong, mạch. Động lực 
tạo nên cấu trúc cấp ba một phần là do các vùng kị nước này. Trong các 
protein hình cầu, có từ 25-30% các gốc acid amin có các chuỗi bên (side 
chain) là kị nước và 45-50% có các chuỗi bên là ion hay phân cực. Câu trúc 
cấp ba tự nhiên của một protein có tính cân bằng thuận nghịch nhiệt động 
lực với các cầu hình khác tuỳ thuộc vào độ pH, nhiệt độ, thành phân và môi 
trường nước. Một động lực khác tạo nên câu trúc cập ba là các nhóm R ion 
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hoá như ở các acid amin aspartic, glutamic, arginine và Iysine. Giống như 
cấu trúc của các hạt micelle, các gốc R ion hoá hướng nhiêu nhất về phía 
môi trường nước. 





Hiểu biết về tính chắt tĩnh điện của protein rất cần thiết khi cần phân riêng 
hay tỉnh chế protein (điện di, sắc kí trao đổi ion), cho các chức năng sinh 
học và cho các tính chất chức năng trong y được. Nhìn chung, tính chất của 
protein như một phân tử mang điện cũng giống như acid amin. Khi pH < pL 
protein mang điện dương, khi pH > pI, protein mang điện âm. Khi pH rất 
thấp, nó sẽ trung hoà tất cả các nhóm carboxyl và khi pH rất cao, nó sẽ trung 
hoà tất cả các nhóm amin. Giá trị của điểm đẳng điện phụ thuộc vào lượng 
tương đối của các acid amin mang tính acid và base. Nếu Asp và Giu 
vượt trội, pI sẽ có giá trị thấp. Trong khi nếu Lys và Arg vượt trội, pÏ sẽ 
có giá trị cao. 

Protein có thể có dạng hình cầu, hình ellipsoid hay dạng thanh. Các protein 
hình cầu hay gần hình cầu điển hình là ribonuclease. insulin, 
chymotrypsinogen và pepsin. Các protein như fibrinogen là protein trong 
huyết tương hay myosine là protein chính của sợi cơ, có dạng ellipsoid trục 
dài. Fibrinogen của người có trục ngắn là 38Ä vả trục dài là 700 Ả. Khối 
lượng phân tử và hình dạng của protein liên quan chặt chẽ đến độ nhớt của 
protein trong dung dịch. Với cùng khối lượng phân tử, protein hình cầu có 
độ nhớt thấp hơn protein có đạng không đối xứng. 

Mỗi protein có đặc tính tan khác nhau trong dung môi đã cho. Độ hoà tan 
phụ thuộc mạnh vào độ pH và có giá trị thấp nhất tại điểm đằng điện pI. Ở 
pH đăng điện, lực đây tĩnh điện giữa các phân tử protein là thấp nhất và các 
lực tạo mạng lưới tỉnh thể rắn là lớn nhất. Khi phân từ protein ở các giá trị 
pH xa điểm đảng điện ở cả hai phía, protein sẽ tích điện âm hoặc dương 
mạnh hơn và do đó tính tan tăng lên. 

Các loại muối có thể làm tăng hoặc giảm độ hoà tan của protein. Khi muối 
làm tăng độ tan, ta có hiệu ứng Salting-in như trong trường hợp của NaCl 


đối với hemoglobin. Ngược lại, khi nồng độ muối tăng dẫn tính giảm tính 
tan và gây kết tủa protein, ta có hiệu ứng safing-ow, như muối Na;SO¿ đối 
với hemoglobin. 


Khi phân tử protein bị thay đổi cấu hình ở các mức độ khác nhau, ta có sự 
biến tính của protein. Biến tính là một quá trình phức tạp do tương tác giữa 
tác nhân gây biến tính và phân tử protein dẫn đến sự thay đổi cấu hình mà 
trong nhiều trường, hợp không dễ mô tả sự thay ‹ đổi đó. Tất cả các tác nhân 
gây biến tính đều phá vỡ cấu trúc do các liên kết không cộng hoá trị ở một 
mức độ nào đó. Có những biến tính trung bình không thay đôi hoạt tính của 
protein nhưng cũng có trường hợp chỉ cân một biến đổi rất nhỏ về cấu hình 
cũng đủ để làm mất hoạt tính protein. Hai tác nhân gây biến tính protein 
thường dùng là urea và guanidin- HCI. Một số dung môi cũng làm biến tính 
protein do nó phá vỡ các liên kết kị nước như các dung địch nước của alcol 
hữu cơ. Nhiệt độ và pH cũng là các tác nhân gây biến tính protein. 


Bảng 1.3 Khối lượng phân tử và điểm đẳng điện của một số protein 











#uylậo Khối lượng phân tử | Điểm đẳng điện 
MW pI 
Cytochrome c 13 000 10,6 
Ribonuclease 14 000 7,8 
Myoglobin ở ngựa 17000 7.0 
Hormone tăng trưởng 21500 6,9 
Somatotrophin ở người 
Carboxypeptidease 34 000 6,0 
Pepsin 35 500 <1,0 
§Serum albumin ở người 66 500 4.8 
Serum gamma-globulin 160 000 64-72 
Fibrinogen 330 000 5,5 
Hemocyanin ở bạch tuộc 2 800 000 - 
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3. Đường và các polysaccharide 


Các polysaccharide là loại vật liệu được tổng hợp nhiều nhất trong sinh 
quyền, trong đó đứng đầu là cellulose rồi đến chitin. Chúng đều được tạo 
thành từ các gốc glucose và có vai trò tạo cầu trúc cho tế bảo thực vật và 
động vật. Các polysaccharide khác đóng vai trò tồn trữ năng lượng, nhận 
biết phân tử và tạo lớp vỏ bảo vệ tế bào. 

Monosaccharide 


Monosaccharide là thành phần đơn giản nhất để cấu thành các loại 
polysaccharide, chúng bao gồm một nhóm aldehyde hay ketone và nhiều 
nhóm hydroxyl với công thức phân tử (CH;O); với n = 3 — 7. Carbohydrate 
nhỏ nhất khi n = 3 tương ứng với glyceraldehyde và dihydroxyacetol gọi 
chung là các triose. 


Carbon số 2 có trung tâm bất đối (chiral center), từ đó có hai dạng đồng 
phân lập thể (stereoisomer). Tiếp đầu ngữ D và L dùng phân biệt hai 
dạng đó. 


H OH H OH 
N ⁄ 2 
Ỹ 1l 
2©—ou 2¿—n 
8i Ho; 
3 CHOH 3 CHạOH 
D-Glyceraldehyde L-Glyceraldehyde 


Hình 1.2 Cấu trúc phân tử D-Glyceraldehyde và L-Glyceraldehyde 


Các Monosaccharide có số carbon là 5 và nhiều hơn thường ở dạng vòng. 
trong dung dịch. Vòng được tạo nên bởi phản ứng của nhóm aldehyde hay 
nhóm ketone ở một đầu phân tử với nhóm hydroxyl ở đầu kia. Phản ứng của 
nhóm aldehyde và nhóm hydroxyl tạo thành hemiacetal như sau: 


CH 
TT. lế 
` << *$ RKÓN =—®* vĩ Tú 
H H 
Aldehyde Alcohol Hemiacetal 


Phản ứng tạo vòng cúa D ribose tạo thành các furanose. Phản ứng tương tự 
của glucose tạo thành các pyranose. 





H ° 
NZ 
H oH 
2 
"n-T— œ 
Lam eH 
Con 
5 CHOI O 
| Ai | 
Bà 
H 2 
Ôn ÔH 
$ 
HOCH2 
0H 
ø. 
4f§_ mồi ì 
H H 
5 J> 
0H SH 0n, Ôn 
ÿ-Ribofuranose ø-Ribofuranose 


Hình 1.3 Phản ứng khép vòng tạo thành các furanose 
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œ-D-Glucopyranose B-D-Glucopyranose 
[ø]= +113,4 [a] = +19° 
Hình 1.4 Phản ứng khép vòng tạo thành các pyranose 


Chú ý có sự chuyển tương hỗ giữa hai dạng œ và ÿ, ngoài ra vòng 
hemiacetal có thể mở vòng ra để tạo dạng aldehyde tự do và đóng vòng lại. 


Đối với ketohexose D fructose, carbonyl tại C2 phản ứng với nhóm 
hydroxy] ở C5 tạo thành vòng hemiketal. 


Đối với mỗi monosaccharide khi đã tạo vòng kín thì carbon carbonyl trước 
đây trở nên một trung tâm bất đối (chiral center). Do đó có thẻ rút ra 2 cấu 
trúc để biểu diễn các đồng phân lập thẻ. Ở cấu trúc thứ nhất, nhóm hydroxyl 
ở C1 (aldose) và C2 (ketose) ở dưới mặt phẳng vòng tạo thành cấu trúc œ. Ở 
cấu trúc kia, nhóm hydroxyl ở trên mặt phẳng vòng tạo thành cấu trúc j. Hai 
đạng ơ và B gọi là các anomer vì chúng chỉ khác nhau vẻ hoá học lập thể tại 
carbon anomeric (C1 ở gÌucose, C2 ở fructose). 





Khi hoà tan trong dung dịch nước, các dạng vòng của Monosaccharide nằm 
cân bằng với dạng mạch hở. Như thế dạng œ của gÌucose có thể sẵn sàng 
chuyển sang dạng . Quá trình chuyển tương hỗ giữa 2 dạng đồng phân lập 
thể gọi là sự quay tương. hỗ (mutarotation). 

Các dẫn xuất amin của đường 

Sự thay thế một nhóm hydroxyl trong carbohydrate bằng một nhóm amin 
tạo thành các đường amin. Hai loại đường amin thường gặp trong tự nhiên 
là 

D- 2-aminoglucose (glucosamine) và D-2-aminogalactose (galactosamin). 
Glucosamin và dẫn xuất acety] của nó, N-acetyl- ølucosamin được tìm. thấy 
trong thành phần cấu trúc vách tế bào vi sinh vật, trong thành phần của 
chitin. một polymer trong bộ xương ngoài của giáp xác, côn trùng. 

Sự tạo thành glueoside 


Khi carbohydrate phản ứng với nhóm hydroxyl ở điều kiện không có nước 
và acid yếu sẽ hình thành một liên kết mới là liên kết glycoside. Trong sản 
phẩm glycoside một glucose liên kết bởi nhóm hydroxyl anomeric của nó 
(C1) vói nhóm hydroxyl của C4 của đơn vị glucose thứ hai. Khi cấu hình 
anomeric là œ thì ta có liên kết gọi là œ(1, 4) glycoside. Nếu cấu hình 
anomeric là B thì ta có liên kết B(1, 4) glycoside. 

CH;OH CH;OH 


0 0 


0H QH 


Ấ©H ĐH 
Maltose. liên kết ơ(1, 4) glycoside 


CH;OH CH;OH 


0H 
Lactose, liên kết ÿ(1. 4) glycoside 
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Polysaccharide 


Trong tự nhiên các gốc đường liên kết với nhau thành các polysaccharide, 
có rất nhiều vai trò trong thực vật và động vật. Polysaccharide là polymer 
sinh học có tính đa dạng nhất. Thứ nhất là có rất nhiều gốc đường khác nhau 
và số lượng lớn hơn 20 acid amin của protein. Thứ hai là có 8 cách đẻ liên 
kết hai gốc đường hexose trong một mạch polysaccharide nhưng đối với 
acid amin chỉ có một cách. Chính sự đa đạng này làm cho các oligomer và 
polysaccharide là các phân tử mang tín hiệu quan trọng trong hoá sinh. 
Chúng hoạt động như là các tín hiệu nhận biết của tế bào. Chẳng hạn như 
các nhóm máu A, B, O khác nhau là do gốc đường ở cuối mạch ©oligomer và 
nằm trên bề mặt tế bào. Trong các vi sinh vật, các phân tử đường nằm ở 
vách tế bào cũng xác định việc định danh tế bào. Khi nói đến protein, ta nói 
đến trình tự và cầu trúc nghiêm ngặt. Nhưng khi nói đến các polysaccharide. 
1a nói đến một họ các phân tử tương tự nhau nhưng có những khác biệt về 
câu trúc ngay trên cùng một cá thể. Chính sự đa dạng của polysaccharide đã 
làm cho chúng trở thành một nhóm hợp chất có ứng dụng rất rộng rãi trong 
kĩ thuật và công nghiệp. Việc nghiên cứu chúng trở nên rất sôi động với các 
ứng dụng ngày cảng phong phú trong một phổ rất rộng. 


Polysaccharide có nguồn gốc từ các sinh vật biên có vai trò đặc biệt quan 
trọng. Trong số đó, phải kể đến các chất có nguồn gốc từ rong biển như 
alginat, agar và carageenan. Các polymer nảy có phô ứng dụng rất rộng và 
ngày càng có ý nghĩa trong các nghiên cứu và ứng dụng thuộc lĩnh vực y 
sinh học và dược phẩm. Bên cạnh các loài rong biển lớn (macroalgae). hiện 
nay các polysaccharide từ vi tảo biển (marine microalgae) đang được chú ý 
vì tính đa dạng của chúng. Việc nuôi vi tảo lũng đễ kiếm soát hơn và cho 
năng suât lớn hơn. Trong môi trường biển, còn một nguồn sinh các 
polysaccharide đáng chú ý nữa là vi khuẩn. Các polysaccharide ngoại bào từ 
vi khuẩn (mierobial exopolysaccharides) đang được các nhà khoa học chú 
do số lượng phong phú các loại vi khuẩn và các chất mà chúng sinh ra để 
tôn tại trong những điều kiện khắc nghiệt như ở các vùng biển sâu. các vùng 
địa cực, các vùng có độ muối rất cao... 





Trong khuôn khô của cuốn sách chúng ta sẽ lần lượt xét các polysaccharide 
quan trọng nhật từ rong biển và động vật biển là agar, alginate, carrageenan 
và chitin. 


CHƯƠNG 2 
CÁU TRÚC, TÍNH CHÁT CỦA CÁC POLYMER SINH HỌC 


1. Cấu hình của các polymer sinh học 

Khi nghiên cứu về polymer sinh học, quan hệ tính chất - cấu trúc là một 
trong những vấn đề then chốt cần xác định và đây cũng là phản nghiên cứu 
khó nhất. Đề có thể giải thích các tính chất đặc thù của một polymer sinh 
học, cần xây dựng mô hình không những của một polymer mà toàn bộ hệ 
thông. Do cầu trúc không đồng nhất, hệ các polymer sinh học có sự biến đôi 
tính chất trong một dải rộng và có tương tác rất phức tạp khi chịu tác động 
của các nhân tố khác nhau như loại dung môi hoà tan, lực ion, nhiệt độ. Đê 
nghiên cứu một hệ thống như thế, phương pháp nhiệt động lực học có nhiều 
thuận lợi với các phương trình liên quan đến năng lượng và entropy. 


a) Các thẳng kê chuỗi và bán kính hồi chuyễn (Radius oƒ gyration) 


Một trong các nhân tố quan trọng ánh hưởng đến các tính chất vật lí, hoá 
sinh và ứng dụng kĩ thuật của polymer sinh học là cấu hình của chúng, nghĩa 
là hình dạng không gian của chuỗi phân tử. Cấu hình của một đại phân tử có 
thể chia ra ba dạng căn bản là hình cầu, hình gậy (rod) và hình cuộn mềm 
(flexible coil). Bên cạnh đó còn có các cấu hình trung gian giữa ba hình đó. 


⁄ w 9 


a b € 


Hình 2.1 Các hình cơ bản của một đại phân tử: a. hình gậy, 
b. hình cuộn mềm c. hình cầu 


Để đặc trưng cho cấu hình của các polymer, người ta dùng thông số bán 
kính hồi chuyển (radius of gyration), Rø. Bán kính hồi chuyển phụ thuộc 
vào khối lượng phân tử và cáu hình lả hình cầu, hình gậy hay hình cuộn 
mềm của chuỗi phân tử. Cấu hình của các đại phân tử phụ thuộc vào nhiều 
nhân tố như liên kết hoá học giữa các đoạn dọc theo mạch, tương tác không 
gian giữa các monomer trong bộ khung của mạch phân từ. Nếu cấu trúc cấp 
hai chiếm ưu thế, cấu hình thu được là dạng gậy hoặc cầu. Nếu các lực tạo 
nên cấu trúc này yếu, phân tử sẽ có dạng mềm dẻo. Dạng này được xem như 
một cuộn ngẫu nhiên (random coil). Ta sẽ bắt đầu nghiên cứu cấu hình 
polymer từ dạng này để thấy bán kính hồi chuyển phụ thuộc vào khối lượng 
phân tử như thể nào. 
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Xét một phân tử với các cấu hình có thể tồn tại vẻ mặt thống kê. Nếu tổng 
thể xem xét là một mole (6.10®), sẽ khó có khả năng hai phân tử có cùng 
cấu hình tại một thời điểm. Cấu hình của một phân tử được xác định bởi 
hướng tương đối của các liên kết. Trường hợp thứ nhất, hướng của liên kết 
thứ i*I không phụ thuộc vào hướng thứ ¡. Giả sử phân từ có 1000 liên kết 
và liên kết thứ i+1 có thể có 10 hướng khác nhau so với liên kết thứ ¡. Như 
vậy phân tử đang xét sẽ có số cấu hình khác nhau là 10”, một con số rất 
lớn, vượt quá số mole 


Hình 2.2 Một mạch phân từ biểu diễn như là chuỗi của các vectơ 


Trường hợp thứ hai. hướng của liên kết thứ ¡+1 bị ảnh hưởng bởi liên kết 
thứ ¡. Nếu góc giữa các liên kết không đổi, ta sẽ có các cấu hình là chuỗi kéo 
căng hoàn toàn: chuỗi gấp khúc (ribbon) và chuỗi xoắn. Trong cấu hình 
cuộn ngẫu nhiên, một phân tử có thể cuộn chặt lại thành hình cầu hay một 
hình dạng xếp gọn khác. Tuy nhiên. dạng cầu hay dạng gậy chỉ có một cầu 
hình, nghĩa là trạng thái entropy thấp so với dạng cuộn ngẫu nhiên vì dạng 
này có nhiều cầu hình khác nhau với cùng mức năng lượng. nghĩa là entropy 
lớn hơn. Vì năng lượng tự do Gibbs AG = AH - TAS. phân tử sẽ ưu tiên 
chọn mức năng lượng thấp (nghĩa là entropy cao), tức là cấu hình cuộn ngẫu 
nhiên. 

Trong cầu hình gậy, góc giữa các liên kết giữ nghiêm ngặt đọc theo mạch, 
còn ở dạng cầu, các liên kết có thể quay quanh nó một số lần. Để đo kích 
thước của phân tử trong không gian, người ta đưa ra khái niệm khoảng cách 
(tính bằng vectơ) giữa hai đầu phân tử. Nếu gọi l, là vectơ chỉ liên kết thứ ¡ 
trong không gian ta có re] và bình phương của nó là 


LẺ = tr = Š" Ÿ” LÌ và giá trị trung bình căn thức của nó sẽ là (2⁄2, 


Elj=I 


Bán kính hồi chuyển của một phân tử là khoảng cách từ trọng tâm khi giả 
định tật cả khôi lượng tập trung trên một cái vỏ hình cầu mà không làm thay 
đổi bán kính hôi chuyên của các hạt. Đôi với một hạt, ta có: 


1 =mRậy 


Với Ï là mômen quán tính hồi chuyền, Rọ là bán kính hồi chuyể 
khối lượng của một hạt. Xét một hệ gồm nhiều hạt xem như chất 
khoảng cách r, đến trọng tâm, ta có bán kính hồi chuyển của hệ là: 


2 
„me. @3 
>m, 


Và Re =(Ra?)”? 


Nếu gọi M là khối lượng phân tử, khi tính toán bán kính hồi chuyển cho các 
cấu hình khác nhau ta có bán kinh hồi chuyển trong trường hợp hình cầu tỉ 
lệ với căn bậc ba của khối lượng phân tử, Rụ œ M,(œ là kí hiệu tỉ lệ). 
Trong trường hợp hình gậy, bán kính hồi chuyển tỉ lệ bậc nhất, Roœ M, còn 
trong trường hợp chuỗi mềm, nó tỉ lệ với bậc 0,5-0,6, R¿œ M°*®Ẽ 

Trong các trường hợp trung gian giữa các cấu hình căn bản, R¿ nhận giá trị 
giữa các giá trị nói trên. 

b) Sự thay đôi cấu hình và sự kết hợp của các polymer 

Khi nghiên cứu các polymer sinh học, vấn đề thay đỏi cấu hình của chúng, 
rất quan trọng. Do polymer sinh học có các cấp cấu trúc khác nhau và cấu 
trúc bậc cao tạo nên bởi các liên kết yếu, chúng rất dễ thay đổi cấu hình 
dưới tác dụng của ngoại lực. Khi hoà tan vào dung môi. khi tương tác với 
các polymer khác nhau. khi có mặt của các ion, dưới tác dụng của nhiệt độ, 
độ pH thay đổi đều liên quan đến sự thay đổi cấu hình của polymer. Khi hoà 
tan một polymer vào nước, về mặt nhiệt động lực học, ta nói nó chuyên từ 
trạng thái trật tự sang trạng thái hỗn độn hơn tức là entropy tăng lên. Tuỳ 
theo sự biến thiên của enthalpy và entropy ta có 4 trường hợp thay đổi cấu 
hình của polymer như sau: 











R 


Bảng 2.1 Biến tính polymer theo sự biến thiên của enthalpy và entropy 











AS>0 AS<0 
AH>0 Biên tính nhiệt Trạng thái luôn trật tự 
AH<0 Trạng thái luôn hỗn độn Biển tính do làm lạnh 
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®@-- x. 


Hình cầu Cuộn mềm dẻo Trạng thái tụ hợp hay gel 


Hình 2.3 Quá trình thay đổi cấu hình xuất hiện khi polymer sinh học bị biến tính 


2 


Khi tăng nhiệt độ và enthalpy, các polymer sẽ biến tính nhiệt, khi cả hai 
thông số đều giám, ta có sự biến tính đo làm lạnh. 


Khi hoà tan polymer, ta chuyển nó từ trạng thái rắn vào dung dịch, tức là từ 
trạng thái trật tự sang trạng thái hỗn loạn. Khi enthalpy và entropy tăng, quá 
trình này sẽ được xúc tiền mạnh hơn. Khi cả hai đều âm, polymer sẽ kết tủa 
khi tăng nhiệt độ. 

Các phân từ mềm dẻo thường có xu hướng chọn cấu hình ít trật tự hơn khi 
nóng chảy. Các phân tử rắn ngược lại chọn cấu hình trật tự và không tan. 
Trong tự nhiên, các chất cấu trúc là các phân tử rắn (sti) điển hình như 
cellulose, chitin, polyguluronat (trong alginat) và pectin. Chúng tồn tại ở 
dạng không tan, tỉnh thể và tạo gel một phần trong cơ thể sinh vật. Đó là 
cách mà tự nhiên vận dụng các nguyên lí nhiệt động lực học để tạo nên cấu 
trúc vững chắc cơ học cho các mô động vật và thực vật. 


©) Các cấp độ cấu trúc 


Trong tự nhiên các đại phân tử tồn tại ở trạng thái năng lượng cực tiểu. Khi 
biết cầu trúc bậc một của một protein ta biết được các tương tác có thể giữa 
các phân đoạn, ta có thể tính toán năng lượng của một cấu hình. Bằng cách 
tính toán cho một loạt các cấu hình khác nhau, ta có thể tìm ra cấu hình có 
năng lượng thấp nhất và do đó cấu hình đó tồn tại và có hoạt tính sinh học. 
Tuy vậy vê thực hành, hiện nay mới chỉ tiến hành được các phép tính cho 
các cấu hình đơn giản như polysaccharide hay một đoạn ngắn của protein và 
phải dùng các máy tính lớn. Các tính toán đó dù còn hạn chế nhưng giúp 
cho chúng ta hiểu biết về các cấu hình khác nhau. 


Có bốn cấp độ cấu trúc của polymer sinh học. Cấu trúc cấp một nói lên trình 
tự của các monomer trong mạch phân tử. Cấu trúc cấp hai tạo nên do một 
phần của mạch hay cả mạch, ví dụ như cấu trúc xoắn. Cấu trúc bậc ba cho 
biết dạng hình học toàn bộ của một mạch phân tử và cấu trúc bậc bổn là sự 
liên kết của các mạch ở cấu trúc bậc hai đễ tạo thành một phân tử mới. 


Chúng ta còn rất xa mới giải mã được cấu trúc bậc ba từ cấu trúc bậc một. 
Hiện nay đã biết được cấu trúc bậc một của 30 000 phân tử protein nhưng 
cầu trúc bậc ba mới chỉ biết có vài trăm. Các nhân tô chính ảnh hưởng đến 
việc ôn định cấu trúc của các polymer bao gôm: 

— Dạng hình học cơ bản của bộ khung phân từ 

~ Sự quay hạn chế của các liên kết 

~ Các liên kết không phải đồng hoá trị 

~ Liên kết hydro 

~ Tương tác kị nước 

~ Tính đặc thù chìa khoá-ở khoá. 

Phần lớn các phản ứng sinh hoá là các phản ứng, kết hợp (cooperative). Sự 
kết hợp này xảy ra giữa hai phân tử hay hai đoạn. của cùng một phân tử. Các 
nghiên cứu đã chỉ ra rằng việc bẻ gãy liên kết đầu tiên là khó nhất, các liên 
kết sau xảy ra dễ dàng hơn. Để hiểu đễ dàng hơn, ta xét việc chuyển từ cầu 
hình cuộn ngẫu nhiên sang cấu hình xoắn của một protein hay 
polysaccharide theo mô hình *zipper”. Trong mạch cuộn, liên kết tạo xoắn 
có thể xảy ra ở bắt cứ vị trí nào trên mạch và quá trình chuyển cấu hình tiếp 
diễn lan truyền từ điểm này. Các phần của mạch xoắn phải diễn ra theo một 
dãy liên tiếp từ đầu mạch trở đi hay từ giữa mạch phát triển ra hai đầu, Do 
đó sẽ không có sự chuyển cầu hình từ nhiều nơi khác nhau trên mạch. 

Trong tự nhiên, một tính chất quan trọng của polymer là chúng có thể liên 
kết với một phân từ nhỏ hay lớn (gọi là các ligand) tại một vị trí đặc biệt hay 
một vùng trên phân từ của chúng, gọi là vùng liên kết (binding site). Ví dụ 
như: 

~ Sự gắn Os lên phân tử hemoglobin 

~ Sự gắn cơ chất lên enzyme 

~ Sự gắn proton lên protein trong vi sinh vật 


~ Sự gắn ion kim loại để tạo gel trong polysaccharide như alginat hay 
Carrageenan. 

2. Tính chất vật lí của các polymer sinh học 
a) Khối lượng phân tử và sự phân bỗ khối lượng phân tử 
Đối với đa số các phân tử, nếu có cùng cấu trúc thì khối lượng phân từ là 
như nhau, nhưng đối với các polymer, khái niệm khôi lượng phân tử có 
nhiều điểm cân bô sung. 
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Thứ nhất, khi nói đến polymer là nói đến một tổng thể các phân tử có cầu 
trúc tương tự nhưng không hoàn toàn đồng nhất. Do đó không có một giá trị 
đơn nhất của khối lượng phân từ. Ở đây ta có một phân bố của khối lượng 
phân tử do các polymer có số lượng các monomer tạo thành nhiều ít khác 
nhau. Thứ hai, các polymer sinh học thường có các biến đôi trong cầu tạo 
của các monomer, làm cho khối lượng phân tử thay đổi. Chính hai lí do đó 
làm cho việc nghiên cứu khối lượng phân tử polymer trở nên khó khăn. Độ 
dài ngắn khác nhau của các mạch phân tử cùng với sự phân bố khác nhau 
của các monomer làm cho tính chất của các polymer thay đổi trong một 
khoảng rộng. Chính điều này tạo nên các ứng dụng đa dạng của các polymer 
nhưng đồng thời cũng làm cho việc nghiên cứu và sản xuất các polymer 
sinh học trở nên khó khăn. Khó khăn thứ nhất liên quan đên sự phân bỗ của 
các monomer trong mạch phân tử. Khó khăn thứ hai là khó kiểm soát sự 
phân bó của khối lượng phân tử. Trong nhiều thập niên, các nhà khoa học đã 
có nhiều cố gắng trong việc kiểm soát cả hai tính chất trên nhưng đối với 
một số polymer như chitin, nhiều việc còn đang ở phía trước, 

Chính đặc điểm của các polymer như vậy khiến ta cần đến các khái niệm 
thống kê khi muốn đặc trưng tỉnh chất của các polymer. Một mẫu gồm có 
các polymer có khối lượng phân từ như nhau gọi là đơn phân tán 
(monodisperse). Một mẫu chứa các phân tử có khối lượng phân từ khác 
nhau gọi là đa phân tán (polydisperse). Để đặc trưng cho khôi lượng phân tử 
của các polymer, người ta dùng các khái niệm khối lượng phân tử trung 
bình. Mỗi phương pháp đo khác nhau liên quan đến giá trị trung bình khác 
nhau. 


Khôi lượng phân tử trung bình số (number av€rage): 


= NM, 
Mạ = ng (4) 
Trong đó N; là số phân tử có khối lượng M¡. 


Khi phân bồ lệch khái niệm này sẽ gây sai lạc nhiều do ảnh hưởng của các 
phân tử nhỏ lên giá trị trung bình. 


Khối lượng phân tử trung bình khối (weight average) 


Theo cách tính này, các phân từ giống nhau được phân thành các lớp với 
khôi lượng của lớp là w;=N,M, * 


==. 2 
N.- YM _ TNMỆ ỳ 
W¡ b3 N_M, 
Khối lượng phân tử trung bình z (Z-average) 





—_.> NM? 
_ 2 NM) 6 


MS NM, 


Đối với tổng thể đơn phân tán của các phân tử, ba đại lượng trung bình là 
như nhau: 








=M, 
Còn trong hệ đa phân tán thì: 
Mạ <My <M, 
Từ đó người ta đưa ra khái niệm chỉ số đa phân tán (polydispersity index) là 


Bỉ “.. đổi với hệ đơn phân tán thì p = 1 và chỉ số này tăng khí mức độ 

p 
đa phân tán tăng. 
b) Nhiệt động lực học của các dung dịch loãng 
Định nghĩa dung dịch loãng 
“Thuật ngữ dung dịch loãng không dựa trên một định nghĩa rõ ràng. Đối với 
các polymer miêm dẻo (flexible) một dung, địch loãng có nồng độ nhỏ hơn 
nồng độ c (tạm dịch là nông độ chông lấp tới hạn, criuical overlap. 
concentration). Tại nồng độ đó, thê tích của các cuộn polymer lấp đầy toàn 
bộ thể tích dung dịch. Nông độ c* được cho bằng công thức: 

cam (2.7) 

mÌ 
Với các cuộn ngẫu nhiên và [ wị] là độ nhớt nội. Trong thực hành giá trị của 
e* thay đổi từ 1 đến 4. 
Các đại lượng riêng. phân 
Để có thể hiểu được phần này. cần có các kiến thức của nhiệt động lực học. 
Nó giúp cho việc hình thành nên tảng kiến thức để tiên đoán một quá trình 
nào đó có thê xảy ra hay không. Nó cũng là cơ sở cho các kĩ thuật thí 
nghiệm như thẳm thấu và nhiễu xạ. 
Ở đây cần nhắc lại một số khái niệm. 
Các tính chất cường độ (intensive properties) là các tính chất không phụ 
thuộc vào lượng vật chất chứa trong hệ thông. Ví dụ như nhiệt độ, áp suất, 
mật độ, và nhiệt dung riêng. 
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Các tính chất khuếch độ (extensive properties) là các tính chất phụ thuộc 
vào lượng vật chất đang nghiên cứu. Ví dụ như khối lượng, năng lượng tự 
đo Gibbs, enthalpy và entropy. 


Enthalpy H = E + pV với E là nội năng 
Năng lượng Gibbs G = H ~ TS 
Khi xét một thông số khuếch đại bắt kì, đại lượng moi riêng phản, kí hiệu 


X., là: 
x.| 94 
X,=|—— (2.8) 
n lên 


Trong đó n, là số mol của cấu tử thứ ¡, ấp suất và nhiệt độ được giữ không 
đôi. Ví dụ khi xét đại lượng thể tích mol thành phần V, 


W= (8) G9) 
T.Pi#j 


\ 


Đại lượng này có thể thụ được khi đo sự tăng của V theo n trong một hệ 
nhiều thành phân. 


Đại lượng mol riêng phần quan trọng nhất trong hoá học là hoá thế 
(chemical potential) kí hiệu là t,, nó chính là năng lượng Gibbs mol thành 


phần, G ‡ 


c.(a 
=8 -(§) (.10) 
Ẫ ôn, T.P.izj 


Có nhiều khi ta không biết khối lượng phân tử và do đó không biết số mol 


nhưng ta có thể cân đề biết khối lượng, từ đó người ta đưa ra các đại lượng 
riêng phần (theo khối lượng, partial specific quantities): 


..| 2 
Xi -(#) @10 
ÔM bi 


Ví dụ thể tích riêng phần v, 


bài 
— @.12) 
Øw kLỤ 


Quan hệ giữa đại lượng mol thành phần và đại lượng riêng phần tất đơn 
giản: 








_ nn như trong trường hợp thể tích Xa với M¡ là khối lượng phân 


ị 
tử của thành phần thứ ¡. l 
Tính chất khuếch độ có tính chồng chất, do đó có thể tính theo biểu thức: 

Xe > n.X; 

ĩ 

Ví dụ V=®`n.V, và G= 5 nụ, 

ĩ ĩ 
Đối với dung dịch loãng, thể tích mol thành phần của dung môi (thành phần 
1) sẽ không đôi và bằng thể tích mol của dung môi: 

Wxw 


Tương tự: W ~w 


Với vạ =-ˆ 
W 
Khi hỗn hợp n cấu tử ta có: 
AG„, =G„~Ð,6, @13) 
AH,, =Hụ~ 3H, (19 
i 
ASu =Su—3S (15) 


Với hh: hỗn hợp, dd: dung dịch, ¡ cấu tử tỉnh khiết thứ ¡. 
Theo công thức thống kê của Boltzman, entropy của một hệ thông là hàm 
của số các cách phân bố của các phần bé (phân tử) trong hệ thống: 
s=kinQ 


Với k là hằng số Boltzman và Qlà số các trạng thái vi mô. Áp dụng cho 
entropy của một hỗn hợp theo công thức trên: 


ASi =kÌnQ„, —3kin©, (2.16) 


Trong cùng một cấu tử không phân biệt các phân tử, do đó 
6á on khép E T, và 3` kÌnQ, =0 
ĩ 
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Đối với dung dịch. trong trường hợp có n cấu tử, cầu tử thứ ¡ có N, phân tử, 
hệ thông có tất cả Nụ phân tử thì: 
Ng=NI+N: +...+Na = SN, 

: Nạt 
Thì số trạng thái vi mô sẽ là: Đ“NN,LNA 
Khi đó ta có thể viết entropy của hỗn hợp: 


Nạt 


ÀÑ„Zkln——N — 
SN ÀNN 


(2117) 


Áp dụng công thức Stirling: lnX!= XInX—X 
Ta có: 
ASu, = k(In Nạ† InN,t—...— In N 
= k(Ng In No = No — Nụ In Ni +Nị = NgÍnN; +Ng = + Ng) 
Vì Nọ= SN, 
ĩ 





Suy ra: 
ASu =kQÖ})N, InNọ~5N, InN,) 
: k (2.18) 
N 
AS%n= "ÔN hà) = ¬ N.InX, 


Với X; là thành phần mol (mole fraction) của cấu tử thứ ¡. Theo định luật 
của khí lí tưởng: R =N„.k với Nạ là hằng số Avogadro, thay vào phương 


trình trên với số mol n, =. L ta có; 
NÑ 
ASm =~R3”n, In X; (2.19) 


Vì rằng X; luôn nhỏ hơn 1 nên biến thiên entropy luôn dương. 
Dung dịch lí tưởng 
Chúng ta định nghĩa dung dịch lí tưởng như sau: 
AH_p =0 
AS, =—R)n, In X, 
ĩ 


Ta có hoá thế của hỗn hợp: 
AGip =—TAS¡ = RT$”n, In X; 
ï 


AGii = Gạu — »>.G, với Gị= 5 nụ thay vào ta có: 





AGin = 3} nghị — 3) ngệ = Ð nj(bị — HỆ) (220) 


Với nỆ là hoá thế của cấu tử tỉnh khiết thứ ¡ ở điều kiện chuẩn. Cân bằng hai 
phương trình ta có: 


u =HỶ = RTinX, 
DoX; <1 nên ụ, < HỆ khi trộn. 


Dung dịch đều 

Dung dịch đều được định nghĩa: 
AH_, =0 
ASu, z~R)n, In X, 


Trường hợp này thường xảy ra với dung dịch cao phân tử, khi khối lượng 
phân tử của polymer rất lớn hơn dung môi. 


Dung dịch thực 
AHip, #0 
ASu, #—R}n, In X, 
ĩ 


Ta phân ra 3 trường hợp: exothermal, endothermal và athermal. 


Trộn exothermai: AH,, <0 nhiệt thải ra khi trộn. Dung môi trong trường 
hợp này gọi là dung môi tốt cho chất được hoà tan. Trong trường hợp hai 
cấu tử, lực liên kết giữa hai cấu tử 1 và 2 lớn hơn giữa 1-1 và 2-2. 

Trộn endothermal: AH¿› >0 nhiệt được hấp thụ khi trộn. Dung môi khi đó 
là không tốt cho cấu tử cần hoà tan. 

Trộn athermal: AH„, =0 nhiệt không toả ra cũng không hấp thụ. Lực liên 
kết giữa dung môi và chất tan giữ nguyên như khi là cấu tử tỉnh khiết. 


2z 
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Dung dịch polymer 
Đối với dung dịch lí tưởng ta có: 
tụ =Hƒ +RTinXị (221) 
Ta sẽ biển đổi cho công thức trên có tính ứng dụng hơn. 
Thay thành phần mol của dung môi bằng thành phần mol của chất tan, 
XI =l-X¿, ta có 
tị =H} +RTln(I—X;) 
Biến đổi hàm ln dưới dạng chuỗi 


In(1~X;) =—X; -zXi -M My 


Mị -H) =~RT(X; tX) di) @22) 


Một lần nữa ta thấy hoá thế giảm đi khi thêm thành phần thứ hai. Phương 
trình này tuy vậy chưa có tính ứng dụng vì ta không biết khối lượng phân tử, 
do đó cân chuyên qua nồng độ khối lượng c; theo g/ml hay g/100m], ta cần 
biết quan hệ giữa c; và X;. Vì dung dịch loãng nên: 


n n 
n; <<n¡ nên Xạ=——=-~# 
n+ng mị 





Đối với dung dịch loãng V, x Vjvới VỆ là thể tích mol của dung môi tỉnh 
khiết. Thể tích toàn phần của dung môi là V, = mị Vị x nị VỆ ta có: 


Với nạ =m_ với w; là khối lượng tính bằng gam với khối lượng phân tử 


2 
Mạ. 


/M. & W 
X; =2” 2 vì nồng độ khối lượng c; =2 s, 
AT. g độ tượng Q; =-C. suy ra 


3.24 Vi. 
M 


Ầ 0 TÊU 
"Thế vào phương trình trên, ta cổ: jụ —pỆ = -nE «| ) +] 
2 


M; 
Hay ở dạng thông dụng hơn: 
HỆ Ti /l 
ị TH} =—RTVƒC; ng +] 223) 


Phương trình này cho ở dạng chuỗi với số hạng virial bậc nhất là 1/M;. 
Phương trình này rất quan trọng vì nó cho biết quan hệ giữa hoá thế của 
dung môi với nồng độ và phân tử của polymer hoà tan. Ta có thể thấy các số 
hạng trong ngoặc tiến đến 1/M; khi cạ tiến đến không. 





Bằng cách ngoại suy đến nồng độ vô cùng loãng ta có thể thu được giá trị 
khối lượng phân tử của polymer. Phương trình cũng cho thấy độ giảm hoá 
thế càng ít khi khôi lượng phân tử càng lớn. Điều này cũng cho thây tại sao. 
các phương pháp chuân cho các phân từ nhỏ không dùng được cho cao phân 
tử. 

Dung dịch cao phân tử thường được đặc trưng lệch khá lớn so với dung dịch 
lí tường do hai nhân tô 


ASi, #~Rn, In X; 


AHz0 


Tương tự như các chất khí trở nên lí tưởng khi rất loãng, dung dịch cao phân 
tử cũng trở nên lí tưởng khi rất loãng. Trong nhiệt động lực học ta thường, 
dùng khái niệm hoạt độ a để giữ nguyên dạng của phương trình 


tị ~HỆ =—RT na, (2.24) 
Với a, =y/C¡, limy, =1 với yụ là hệ số hoạt độ, C, là nồng độ. 
c0 


Ta cũng có thể định nghĩa hoạt độ theo thành phần mol hay nồng độ khối 
lượng: 
ai, =fXị, limf =1 
x0 
8 =,@„ lim, =l 
q->0 
Tương tự ta có phương trình giữ nguyên dạng nhưng các hệ số trước các số 
hạng nồng độ khác giá trị : 
31 


32 


Mị ~HỆ = -RTVS[ST-+As +A;Š «+] 23) 


b 
Với 1/M; : hệ số virial thử nhất 

A; : hệ số virial thứ hai 

As: hệ số virial thứ ba 

Ở nông độ rất thấp khi các số hạng Asc; và Asœ° rất nhỏ cả hai phương 
trình (a) và (b) trở nên đồng nhất. 


Để giải thích độ sai lệch của các dung dịch polymer so với điểu kiện lí 
tưởng, cần tìm liên quan giữa các cấu hình của các phân tử đến các hệ số 
virial bậc hai, Aa. 
Ở đây sử dụng các khái niệm vẻ cấu hình của các polymer là đạng hình cầu. 
dạng thanh và dạng mềm dẻo (flexible). 
Ổ diễu kiện lí tưởng. 

Tiện, 
„ri ` 


Vì giá trị của Mạ rất lớn đối với cao phân từ, suy ra A; có giá trị rất nhỏ. 
Theo Tanford (1961, p.192), đối với dung dịch loăng, loại đều (regular), có 
thể biểu diễn hoá thể của dung mỗi như sau: 





+pÿ=~RTVf;|L+e;.\a, 3.26 
H ¡Ca M; “2N 3.26) 
Với u là thể tích loại trừ (excluded volume) của mỗi phân tử chất tan. Có thể 
thấy hoá thế của dung môi giảm khi u lớn. Nếu xem gần đúng N.u x VỆ, ta 
có: 





_iNÀ LẤY, 
2M 2M} 
Đối với polymer trong dung dịch có cấu hình dạng cầu; 
lồn RẦN 
Nào KS 3 @27) 
Với cấu hình dạng thanh: A; = L.2 (28) 


dM; 








Vậy Az dạng thanh lớn hơn dạng hình cầu 


dạng mềm dẻo. khi đó polymer cuộn lại như hình cầu: 





As=—~zy Rủ. trong đó y là hảm của độ tốt của dung môi khi hoà 





lêu và dung môi tốt, và tiễn 





tan, có giá trị từ 0.5 dến 0,9 đối với dung môi 
đến không khi hoà tan kém. 


Bảng 2.2 Giá trị xắp xi của hệ số virial thứ hai theo các cấu hình khác nhau của 











polymer trong dung dịch 
Cấu hình Dạng cầu | Dạng thanh Dạng mềm dẻo 
Giá trị A; xắp XI, 3.10 107 1-5.107 
ml.mol/gˆ 














Cân bằng màng, sự thấm thấu 









Khối lượng phân tử vả h 
số hoá thẻ giữa dung dịch 
trên thiết bị thẩm thấ 








dung dịch. Trong thiết bị đó. dung môi có thẻ thẩm qua màng nhưng c: 
phân tử polymer bị giữ lại. Kĩ thuật này chỉ áp dụng cho polymer có khôi 
lượng phân tử trung bình. Nếu khối lượng phân tử nhó hơn 10 000 sẽ thấm 
qua mảng, nều lớn hơn 500 000 thì hiệu số áp suất sẽ rất nhỏ khó đo được. 





Màng thắm thấu 





Dung môi (cấu tử 1) + chất tan — Dung môi (cầu tử 1) 
(cấu tử 2) Phía B 
Phía œ Áp suất lạ + [1 Áp suất Pụ 


Hình 2.4 Áp suất thẳm thấu qua màng 
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Nếu gọi u(œ) là hoá thế phía dung dịch. w(B) là hoá thế phía dung môi thì 
u(œ)<#(8) do đó dung môi sẽ thấm từ bên dung môi qua dung dịch cho 
đến khi hiệu số áp suất TI được thiết lập để làm ngừng quá trình. 

Đề tính được áp suất này ta cần thiết lập quan hệ giữa hoá thế và áp suất. 


(§) =V và (#) -y 
ðPh ôP 


Sự thay đổi hoá thế từ Pọ đến Pạ+ I1 là: 


Vì dung dịch loãng nên: V, ~ VỆ 


Với v là thể tích mol của dung môi. Ở dung dịch loãng, nó không thay đôi 
theo áp suất nên tích phân ở trên thu được: 

Auf = VỆ.I=RTVỆc; Íx; +A¿€;+ + 

M; 

Khi nồng độ rất loãng các số hạng sau của chuỗi tiến nhanh đến không nên 
†a có: 

I_RT 

—*——+RTAsc; 

®œ ` Mạ Bếc 


RT 


S : Mạ=———— 
nỤR Ủ? = ET/e) 
c0 


(2.29) 

Do đó có thể xác định khối lượng phân từ và hệ số virial thứ hai bằng đỏ thị 
giữa Tl/c; và œ với ml giá trị tại điểm cắt trục tung và RTA;e; là độ 
dốc đường thẳng. h 

©) Độ nhớt của dung dịch po(ymer 

Các định nghĩa cơ bản 


Theo định nghĩa của Newton, độ nhớt của một dung dịch là hệ số trong 
phương trình: 





ø=n-—=tty (230) 


Với ơ là ứng suất tiếp, nlà hệ số độ nhớt và Ỳ là tốc độ trượt. 


Những chất lỏng có độ nhớt không phụ thuộc vào tốc độ trượt gọi là chất 
lỏng Newton. Ngược lại, những chất lỏng có độ nhớt thay đổi theo tốc độ 
trượt gọi là chất lỏng phi Newton. Đa số các polymer sinh học là các chất 
lỏng phi Newton. Nồng độ dung dịch càng lớn, độ lệch so với dòng chảy 
Newton cảng lớn. 

Khi độ nhớt tăng theo tốc độ trượt, ta có chất lỏng trương nở (dilatant). 
ngược lại khi độ nhớt giảm với sự tăng, tốc độ trượt. ta có chất lòng giả dẻo 
(pseudoplastic). Các động thái khác nhau đó bộc lộ đáp ứng của các 
polymer đưới tác dụng của tốc độ trượt ở các mức khác nhau. Các phân tử 
của chúng đã co lại boặc duỗi ra (thay đổi cấu hình) và thay đổi mức độ tụ 
tập dưới các ứng suất khác nhau và làm thay đổi độ nhớt. 


Trong nghiên cứu tính chất của polymer, người ta thường chú trọng, đến các 
dung địch loãng, qua đó tìm quan hệ giữa độ nhớt với các đặc trưng của cấu 
hình và khối lượng phân tử của polymer. Để đi sâu vào vấn đề này, trước 
hết cần nắm được các định nghĩa về các độ nhớt khác nhau. 


Độ nhớt tương đối: rị T (31) 


Với tị, là độ nhớt của dung dịch, rụ là độ nhớt của dung môi. 


Độ nhớt riêng: nạ ='S—“#=n,~I (2432) 
Tịọ 
lèch bí SY sa Í Thp 
Độ nhớt nội: Im=m| 2) (233) 
c¬0( C€ 


Độ nhớt nội có thể xác định bằng thực nghiệm bằng cách đo ny ở các nồng 
độ khác nhau và vẽ đồ thị giữa nụ, /c theo c, điểm cắt trục tung sẽ cho giá trị 
độ nhớt nội (tương ứng khi c — 0). 

Dưới đây là bảng liệt kê các định nghĩa độ nhớt khác nhau theo TU: Do 
có một số khái niệm mới tạm dịch, chúng tôi xin đính kèm bằng tiếng Anh. 
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Bảng 2.3 Tên gọi và định nghĩa các loại độ nhớt 












































Tên theo Tên thông | Định nghĩa Kihiệu Đơn vị 
| _ IUPAC dụng 
Tỉ số độ nhớt Độ nhớt n/Tp Thei Không thứ 
(Viscosity tương đôi nguyên 
ratio) (Relative 
Viscosity) 
Độ nhớt riêng | Độ nhớt riêng, TỊ/tịp ~l Tep Không thứ 
(Specific (Specific nguyên 
Viscosity ) Viscosity) 
Số độ nhớt Độ nhớt suy Thpức Tc4 đecili/gram 
({Viscosity biên 
number ) (Reduced 
Viscosit KH 
Số độ nhớt | Độ nhớt bản Inna/e Tình đeciliVpram 
logarit chất 
(Logarithmic Inherent 
'ViSCOSity Viscosity 
nưmber ) 
Số độ nhớt | Độnhớtnội | lim(n,/c) In] đeciliVpram 
giới hạn (Intrinsic hoệo 
(Limiting Viscosity) lim(n nạ /©) 
Viscosity 
number ) —Í 
Độ nhớt tuyệt P Poise (dynes - 
đổi (Absolute S/cm) 
iscosity) Pas Pascal - giây 
(Newton - 
s/m?) 
Độ nhớt động St Stokes (m 7s) 
học 
(Kinematic 
Viscosity) 





Để đi sâu về vấn để này, ta hãy xuất phát từ phương trình Einstein về độ 


nhớt. 


Phương trình Einstein — Các phân tử hình cầu 


Xét các phân tử hình cầu, rắn tan trong dung môi. Dòng chảy qua các phân 
tử hình cầu sẽ bị biến dạng khi chảy qua bề mặt và làm quay các hình cầu 
này (phân tử). Chính sự biên dạng dòng chảy và sự quay của các phân tử sẽ 
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làm tiêu tốn năng lượng của dòng chảy, làm cho sự cản trở đòng chảy tăng 
lên so với dung môi tỉnh khiết, tức là làm tăng độ nhớt. Năm 1906, Einstein 
đã xây dựng phương trình quan hệ giữa độ nhớt dung dịch và dung môi trên 
giả thuyết là các phân tử có hình câu và giữa chúng không có quan hệ với 
nhau (tức là rất loãng): 


Ty =Tp (I+2,.5®) (234) 
Trong đó rụ là độ nhớt dung dịch, nụ là độ nhớt dung môi, 4 là thành phần 
thể tích của các hạt cầu. 
Phương trình Einstein-Simha — Các phân tử không đối xứng 


Đối với các phân tử không đối xứng, sự biến dạng dòng chảy và sự quay của 
các phân tử sẽ làm tiêu tôn nhiều năng lượng hơn. Simha đã bộ sung vào 
phương trình Einstein các phân tử có hình dạng từ ellipsoid cho đến thanh 
rắn, Phương trình khi đó có dạng: 


rị =nọ(I+v®) (235) 


Phương trình đó được gọi là phương trình Einstein-Simha. vià thôn; số 
hình dạng phụ thuộc vào tính không đối xứng của phân tử, gọi là nhân tô độ 
nhớt (viscosity factor). 


Nếu gọi a là trục dài. b là trục ngắn của hình ellipsoid, với a/b > 10, thì 
-— (a/bỶ & (a/b} „14 
Is(n Ê-3] uÐ-2) b 
b 2 b 2 


Theo quan hệ đó hệ số vsẽ bằng 2,5 đối với hình cầu, khi a/b rất lớn, nó tỉ 
lệ với tỉ số a/b theo số mũ 1,8: 


“g] 


Quay lại công thức tính độ nhớt tương dối ta có: 


v 


ty =-k=l+v® 
Tịo 


Độ nhớt riêng: Tạp = Tịc -1=v® 

Vì phương trình Einstein-Simha chỉ đúng trong trường hợp dung dịch vô 
cùng loãng, ta có thể việt phương. trình trên ở một nồng độ xác định dưới 
dạng chuỗi: 
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Tập =v®Ð+x@Ẻ + +... 
Việc dùng thành phần thẻ tích ít có ý nghĩa thực tế, do đó ta chuyển qua thể 
tích động lực học riêng vụ và nông độ khối lượng c như sau: 

®=vụ.c 


Khi đó độ nhớt riêng có dạng: rụy = vvụ€ + Kvệc” +... 


Hay: _n" +Kvệc+... 
e 


'Theo định nghĩa độ nhớt nội: [n]= ñn( 5) =vụ 
ếm 


Như vậy độ nhớt nội phụ thuộc vào nhân tổ độ nhớt và thể tích động lực học 
riêng. Để thu được độ nhớt nội, người ta dựng đồ thị giữa Thp /c với c, sau 
đó ngoại suy với e = 0, tức là tại điểm các trục tung. Thay độ nhớt nội vào 
phương trình trên, ta thu được phương trình Huggin: 
Tạp =[n]e+x[nƑ e? (2436) 
Trong đó k là hằng số Huggin. Độ lớn của k nói lên Sự tương tác giữa các 
phân tử, tức là sự tụ tập phân tử (aggregation). Ở nồng độ cao. đường biểu 
điển quan hệ nạ, /c theo e không còn tuyến tính. Khi đó đồ thị semi-logarit 
có dạng đường thăng và dùng phép ngoại suy để tỉnh độ nhớt nội: 
tas(®*Ì»bg[nl+As[n]e (237) 
Đây chính là phương trình Hermann với A là hằng số chưa tìm ra ý nghĩa lí 
thuyết. 
Trong thực hành, hai đường thảng biểu diễn quan hệ của rạ/c và 
Inrị /c tiến đến cùng giới hạn khi e -> 0. Trước đây đơn vị của độ nhớt nội 
là đl⁄g, nay thường dùng ml⁄g. 


Để xác nhận lí thuyết về cấu hình của polymer với độ nhớt của dung dịch. ta 
hãy xem xét bảng các giá trị cho thấy quan hệ giữa khối lượng phân tử và độ 


nhớt nội của một số polymer, trong đó phân tử glucose được đưa vào để 
đối chiếu 





Bảng 2.4 Khối lượng phân tử trung bình và độ nhớt nội của một số chất 














Chất tan Khối lượng phân tử trung Độ nhớt nội 
bình, Mw„ Đalton [n],mUg 

Glucose 176 3.8 
Ribonuclease 13683 33 
Serum albumin 67 500 3,7 
Hemoglobin 68 000 3,6 
Catalase 250 000 3Ð 
Fibrinogen 330 000 27 
Myosin 440 000 217 
Vi rút khảm thuốc lá 39 000 000 36,7 
Alginate 300 000 700 
Alginate 3 000 000. 5000 











Khi tính toán lí thuyết cho các phân từ protein hình cẩu với nhân tô độ nhớt 
v= 2,5 ta thu được kết quả độ nhớt nội [n]= 2,5ml/g. Kết quả ở bảng trên 
cho thấy các protein cầu có hệ số giữa hai trục a/b là từ 2-3 với độ nhớt nội 
từ 3-4 ml/g. Giá trị độ nhớt nội của phân tử glucose cho ta thây kích thước 
của hình cầu không ảnh hưởng đến độ nhớt nội theo như phương trình 
Einstein. 
Phương trình Mark-Houwink-Sakurada (MHS), quan hệ giữa độ nhớt 
nội và khối lượng phân tử 
Độ nhớt của dung dịch polymer phụ thuộc vào khối lượng phân tử theo 
phương trình: 
{n]=K.M! (238) 

Trong đó K và a là hai hệ số thực nghiệm, phụ thuộc vào loại polymer, loại 
dung môi và nhiệt độ. M là khối lượng phân tử trung bình. 
Phương trình này có tầm quan trọng đặc biệt khi nghiên cứu về polymer. Nó 
cho phép thu được nhiều thông tin về khối lượng phân tử trung bình. về cầu 
hình polymer và tương tác giữa polymer với dung môi hoà tan. 
Đề xây dựng phương trình này cho một loại polymer nào đó, người ta tạo ra 
một dãy các polymer với khôi lượng phân từ khác nhau. đo độ nhớt nội của 
chúng, xác định khói lượng phân tử bằng phương pháp thắm thấu hay tán xạ 
ánh sáng (light scattering), sau đó dựng đồ thị giữa log[n] và logM, ta thu 
được các giá trị của K và a. Việc xác định K và a là công việc quan trọng 
khi nghiên cứu về các polymer vì hai lí do: 
Khi đã biết K và a. chỉ cần đo độ nhớt nội. ta có thể biết khối lượng phân tử 
mà việc đo độ nhớt thì đơn giản. 
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Hệ số K và a cho biết thông tin về cầu hình polymer. 

Đối với polymer hình cầu phương trình MSH có đạng: [n]=2.sM° 

Đối với dạng thanh cứng: [n]= K.M!" 

Đối với dạng phân từ mềm dẻo: [n]= K.M?*9# 

Trong đó a = 0.5 đối với dung môi theta, a=0.8 đối với dung môi hoà tan tốt. 


Các polymer đa điện li (polyeleetrolites), thông số B 


Đối với các phân tử dạng cầu hay dạng thanh cứng, các điện tích trên bể mặt 
ảnh hưởng ít đến độ nhớt. Nhưng đối với các polymer đa điện li dạng mềm 
đẻo, các điện tích cùng dấu (như nhóm carboxyl trong alginat) làm cho phân 
tử giãn ra rất nhiều so với dạng trung hoà. Đó là do lực đẩy tĩnh điện giữa 
các điện tích. Sự giăn này càng lớn khi nồng độ muối càng thấp. Vì rằng độ 
nhớt nội tỉ lệ bậc ba với bán kính hồi chuyên (radius of gyration) sự giăn 
mạch của polymer có ảnh hưởng rất lớn đến độ nhớt. 

Do ảnh hưởng lớn của nồng độ muối. ta cần phải đo độ nhớt nội tại cường 
độ ion không đôi. Khi trích dẫn độ nhớt nội. ta cần phải ghi chú độ pH và 
cường độ ion. Tuy vậy cường độ ion không hoàn toàn xác định câu hình: 
các ion trái dấu đa hoá trị làm giảm độ nhớt nhiều hơn là các ion cùng dầu 
đa hoá trị, đặc biệt các ion trái dấu như Ca”` tác dụng lên alginat hay K” đối 
với carrageenan có thê tạo gel. 


Khi hoà tan các polymer đa điện li trong nước, các ion trái dấu sẽ phân li đẻ 
tạo thành một nồng độ nào đó trong dung dịch. Nồng độ nảy là tỉ lệ với 
nông độ polymer thêm vào. Khi ta pha loãng dung dịch đề xác định độ nhớt 
nội, nông độ ion này sẽ giảm đi và khả năng chắn lực đây tĩnh điện sẽ giảm 
đi. Nêu polymer được hoà tan trong nước tính khiết, phân tử sẽ giãn ra khi 
pha loăng. Điều này sẽ làm tăng độ nhớt Tkp/c khi giảm nồng độ polymer. 
Hiện tượng này gọi là hiệu ứng nhớt điện (electro-viscous effeet). Nông độ 
lon ảnh hưởng đến độ nhớt nội của polymer có phân tử lượng cao nhiều hơn 
là phân tử lượng thấp. Khoảng cách giữa các điện tích trên mạch phân tử 
cũng là nhân tố quan trọng. Như vậy độ rắn của mạch phân tử là một thông 
sỐ quan trọng đến sự co hay giãn mạch phân tử đa điện li tương ứng với sự 
thay đôi cường độ ion. 

ly dữ liệu thực nghiệm. ta có quan hệ sau giữa độ nhớt nội và cường độ ion 


In]=[n],+S-:. 


Với Inl, là độ nhớt nội tại cường độ ion vô hạn. S là “độ chịu muối” của 
polymer. 

s=BÍ[n],}` với!=0,IM 
Biến đổi qua dạng logarit, ta có: 

logS= v.log([n],,}+logB (239) 
Thông số B được xem như một đại lượng đo lường khả năng co lại hay giãn 
ra của một polymer đáp ứng, với sự thay đổi cường độ ion, nói cách khác nó 


là “độ rắn của polymer”. Hệ số tỉ lệ w được tìm thấy khoảng 1.3 cho nhiều 
loại polymer đa điện li khác nhau. Do đó: 


B<— (40) 
(m.) 


Nghiên cứu polymer bằng phương pháp tán xạ ánh sáng (light scattering) 





Hình 2.5 Tán xạ ánh sáng trên một hạt 


Khi ánh sáng đi đến một hạt nó sẽ tán xạ theo mọi hướng. Cường độ ánh 
sáng tán xạ phụ thuộc vào độ phân cực mà độ phân cực phụ thuộc vào khôi 
lượng phân tử. Do đó tán xạ ánh sáng là một công cụ hữu ích đề nghiên cứu 
khối lượng phân tử polymer. 

Khác với phương pháp áp suất thâm thấu phụ thuộc vào số lượng hạt và do 
đó cho biết khối lượng phân tử trung bình số, tán xạ ánh sáng phụ thuộc vào 
khối lượng phân tử trung bình khối. Tán xạ ánh sáng còn phụ thuộc trực tiếp 
vào kích thước hạt. Đối với dung địch polymer, sự phụ thuộc đó cho phép 
đo bán kính hồi chuyển của phân tử. Ngoài ra phương pháp này còn cho 
phép đo hệ số virial thứ hai. 

Lí thuyết tán xạ ánh sáng do Lord Rayleigh xây dựng và áp dụng cho các 
hạt nhỏ với kích thước hạt nhỏ hơn 20 lần bước sóng ánh sáng. Vì sóng ánh 
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sáng nằm trong khoảng từ 4000Á đến 8000Á bán kính hồi chuyển trung 
bình của hạt nhỏ hơn khoảng 200Á đến 400Á. 
Ánh sáng là sóng điện từ mô tả bởi phương trình: 


sai 


E=E,co.[ 2E G40) 


Với Eạ biên độ của trường điện, £ là tốc độ ánh sáng, ^.là bước sóng ánh 
sáng. Ảnh sáng sẽ làm cho hạt bị phân cực cảm ứng với mômen lưỡng cực 
tính theo công thức: 

p=œpEo | 28) (2.42) 
Với œ, là độ phân cực của hạt. Độ phân cực càng lớn thì mômen lưỡng cực 
cảm ứng càng lớn. 
Chính sự đao động của lưỡng cực đã bức xạ ánh sáng theo mọi hướng, tức 
là tán xạ. 


Cường độ ánh sáng tán xạ theo góc 6 với phương ánh sáng tới được tính 
theo công thức: 


d2 
D TT (xen 9) 043) 


Với n là số mol, N là số Avogadro, V là thể tích dung địch loãng. Alà bước 

sóng, lo là cường độ ánh sáng tới, r là khoảng cách từ hạt. 

Theo công thức trên, cường độ ánh sáng tán xạ phụ thuộc vào nhiều nhân tố, 

Do phụ thuộc vào góc tán xạ 0 với số hạng cos” 9 nên cường độ tán xạ theo 

hai chiều ngược nhau là như nhau (góc 8 và góc 180? =9). Cường độ ánh 

sáng tán xạ tỉ lệ nghịch với A“nên khi sóng dài thì tán xạ kém hơn sóng 

ngắn rất nhiều. 

Đung dịch lí tưởng 

Xét dung dịch polymer lí tưởng ta có hệ số phân cực phụ thuộc vào sự 

chênh lệch chỉ số khúc xạ giữa dung môi và polymer. Độ phân cực của 

polymer ở nông độ c là: 
=-DạcV đnụ 


2mnN dc 04 





Trong đó nọ là chỉ số khúc xạ. Chú ý là nếu chỉ số khúc xạ của dung môi và 
polymer là như nhau thì dn/dc = 0 và không có phân cực và do đó cũng 
không có tán xạ. 


Thay c = nM/ V vào công thức trên ta có: 
nọM dng, 
P 2nN dc. bệnh 
Từ đó suy ra: 
2 
ÿ= Tờ kui s TU SP (J+cos? 0) = 021, vK k2rẺ S3) Mc(+coŸ0) — (246) 
Tỉ số giữa cường độ ánh sáng tán xạ và ánh sáng tới là: 


hà 2 
kì - mm ¿ 247 
TR 2N dc Me(I +cos” 6) ( ) 


s0 
Đặt Rộ = x gọi là tỉ số Rayleigh 


Và K>= -_ m(tmÏ (+cosẺ6) 
Ta có phương trình đơn giản: RJ =KMc (2.48) 
Đối với dung dịch polymer đa phân tán, ta có thê viết phương trình trên ở 
đạng: 

Rộ= KhsM (249) 


Ke_ Xa NM, 


2.50) 
R; => TĐNM” M Xc 


Hay 


Như vậy ta thu được quan hệ trực tiếp giữa tỉ số Rayleigh và khối lượng 
phân tử trung bình theo khối lượng. 

Dung dịch polymer không lí tướng (thực) 

Đối với dung dịch thực ta có thể dùng phép giãn virial (virial expansion) 
bằng cách thêm các hệ số virial và nồng độ: 

KE =——+2Asc+3Asc +... 

RỆ Mw 
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Các hệ số virial tương tự như trong phần áp suất. thâm thấu, Khi nồng độ 
nhỏ ta có thể bỏ qua số hạng &. TeE: của nồng độ và từ số liệu thực 


nghiệm dựng đường thẳng giữa Kí với nồng c, ta cỏ thể thu được giá trị 
ụ 

của khối lượng phân tử trung bình Mw và hệ số A; (đường thẳng cắt trục 

tung tại 1/Mw,, độ dốc là 2A;). 

Hạt có kích thước lớn 

Khi hạt có kích thước lớn. ánh sáng tán xạ từ các phần khác nhau của hạt sẽ 

đến detector với khoảng cách khác nhau và do đó sẽ làm suy giảm lẫn nhau 

do lệch pha. 

Độ giảm cường độ tán xạ do hạt lớn thay đổi theo góc tán xạ, độ giảm bằng. 

không ở _ 6=” và độ giảm lớn nhất ở góc Ô= 180°. Đề tính toán cho 


hạt lớn, cân đưa ra một đại lượng mới là tỉ số giữa cường độ tán xạ của hạt 
lớn và hạt bé: 
R 
P(9)= 2=) 


Suy ra Rạ = P(0)R 
Ke__Ke 1 
Ro P(6)Rộ Mw.P(0) 


Theo lí thuyết, người ta tính được hàm P(6) là: 


ng (R)aờệt 


§ Ke_ 1 l6” „2Ð 
Từđó:  —T==——|l+—(Rệ)sin l 
ừ P tị * (Rä)sin 9 (2.52) 





(2.51) 





Để giải quyết đồng thời hạt có kích thước lớn và dung dịch không lí tưởng, 
ta dùng phép biến đổi theo các hệ số virial: 


Kc Kc 


„ỈS= Bi 
Rạ  P(0)Rÿ lm: “]as 


“Lạ 2e | ( Rả)á 3] @s) 





2Aze+ 


Để thu được các đại lượng cần thiết một cách thuận tiện nhất sau khi đã có 
số liệu thực nghiệm, Zimm đã đề xuất cách xây dựng đồ thị như sau (gọi là 
đồ thị Zimm): 


Bảng 2.5 Dữ liệu thực nghiệm tán xạ ánh sáng 




















] 
Œ ® lou €ạ 
6 | (Ke/Rs), | (Ke/Ra),, _ (Ke/Ro),, 
® (Kc/Rạ), (Ke/Rạ),, . (Kc/Rạ),; 
6 | (Ke/Re)„ | (Ke/Ro),„ = (Ke/Ro) „ 




















Dựng các đường thẳng giữa Ke/Rạ với (sin' (9/2)+ke) với k chọn tuỳ ý 
để tiện vẽ đồ thị. Ta sẽ được các đường cắt nhau như lưới như hình dưới. Để 
thu được các giá trị ta phải làm hai phép ngoại suy: khi Ø =0 và e = 0. Các 
đường với 0=0 và c = 0 sẽ cắt trục tung với cùng giá trị 1/Mw . Độ dốc 


2 
của đường 9= 0 bằng 2Az/K, độ đốc của đường c = 0 bằng Nụ sự Rõ: 


Từ đó ta tính được ba giá trị cơ bản của polymer là Mw, A¿ và Ra 

4) Mạng lưới liên kết và sự tạo gel của polymer sinlt học 

Trong dung dịch có nồng độ lớn hơn một giá trị xác định c” (critical overlap 
concentration), với e ~2,5/[n] hay polymer tan chảy, các mạch polymer 
có thể liên kết với nhau tạo thành một mạng lưới liên tục. Mạng lưới này trở 
thành một phân tử không lồ. Nếu mạng lưới này chứa các phân tử của dung 
môi, ví dụ như nước, thì ta có một gel. Có rất nhiều định nghĩa khác nhau vẻ 
gel. Mỗi định nghĩa bộc lộ một khía cạnh khác nhau. Các phân từ liên kết 
với nhau theo từng vùng trên mạch phân tử và phần còn lại thì không liên 
kết, tương tự như các sợi đan vào nhau trên một tắm lưới để tạo thành các 
mắt lưới. Vì cả khối gel là một mạng lưới nên khi cung cấp năng lượng, 
năng lượng đó sẽ được giữ hoặc giải phóng ra trên cả mạng lưới. Theo cách 
lí luận đó, khối gel có tính chất như một vật rắn hơn là một dung dịch mặc 
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dù trên 95% khối lượng của gel là dung môi. Tính chất của khối rắn này phụ 
thuộc vào các liên kết. 

Nếu các liên kết này yếu. khi tác dụng một lực đủ mạnh. nó sẽ chảy như một 
dung dịch. Khi lực này không còn, nó sẽ khôi phục các liên kết yếu để hình 
thành khói gel. Gel như thể gọi là động thái dẻo Bingham theo phân loại của 
ngành lưu biến học. 

Trong tự nhiên các gel như thể rất quan trọng vì nó giữ nước trong rất nhiều 
cơ thể sinh vật. Ví dụ như gel alginat trong rong biển và gel hyaluronic 
trong, cầu mắt. 


Trong nghiên cứu, gel dùng trong sinh hoá, sinh học và y học như điện di và 
sắc kí. Gel còn dùng trong kĩ thuật mô, nuôi cấy cơ quan nhân tạo. Gel còn 
dùng trong nuôi cây vi sinh vật. nuôi cấy tế bào, dùng trong mĩ phẩm và 
thực phẩm. Gel agar, alginat, gelatin có ứng dụng rất rộng. 


CHƯƠNG 3 
CÁC PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU POLYMER SINH HỌC 


1. Phương pháp đo độ nhớt 
Độ nhớt động lực hay hệ số độ nhớt n, về mặt ý nghĩa là lực tiếp tuyến trên 
một đơn vị diện tích bẻ mặt, còn gọi là ứng suất tiếp +, biểu diễn bằng 
pascal, cân thiệt để làm chuyên động Song song với một mặt phăng trượt 
một lớp chất lỏng có diện tích 1 mỶ với tốc độ 9 là 1 m⁄s đối với một lớp 
chất lỏng song song cách Im. Tỉ số dv/dx =ÿ gọi là tốc độ trượt và có thứ 
nguyên là 1⁄s. Theo phương trình Newton ta có: 


n"=t⁄ @.1) 
Đơn vị đo độ nhớt là Pa.s. Đối với các dung dịch polymer thường đo bằng 
mPa.s. 
Độ nhớt động học bằng tỉ số giữa độ nhớt động lực và khối lượng riêng và 
có thứ nguyên là mm?/s. 
Nhớt kế mao quán thường dùng để đo độ nhớt của chất lòng Newton còn 
nhớt kế quay dùng đo độ nhớt chất lỏng Newton và phi Newton. 

0=/p (3.2) 
Phương pháp đo bằng nhớt kế mao quản: 


Nếu không có yêu cầu đặc biệt, nhiệt độ dùng đo độ nhớt thường chọn là 
20+0.1C. Độ chính xác của thời gian là 1/5 giây. Giá trị đo hai lần liên tiếp 
không được lệch quá 1%. Giá trị trung bình không được tính dưới ba lân đo. 
Độ nhớt động lực tính theo công thức: 

nị= kpt (3.3) 
Với k là hằng số của nhớt kế, thứ nguyên là mm°/s” được xác định khí chuẩn 
độ nhớt kế. 
p là mật độ chất lỏng, mg/mm”, thu được bằng cách lấy tỉ trọng nhân cho 
0.9982. 
tlà thời gian chảy của chất lỏng, tính bằng s. 





Độ nhớt động học tính theo công thức: 
=kt @.4) 
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Nhớt kế mao quản có nhiều loại khác nhau về hình dạng và kích thước. 
Dưới đây là một số loại nhớt kế mao quản với các thông số. 


Bảng 3.1. Thông số của các cỡ nhớt kế mao quản 














Số cỡ [ Hãng số | Khoảng độ nhới | Đường kính | Thêtích 
của nhớt động học trong cúa | bẩu chửa 
kế ống mao. 
đt, quản R 
mm? | mm$i mm(22%) | ml(+S%) 
Ï 001 3.5-10 064 $6 
1A 0.03 6-30 084 số 
2 01 20-100 115 s6 
2A 03 60-300 151 s6 
3 LÔ 200-1000 2.06 s6 
3A 30 600-3000 2,74 s6 
4 10 2000-10 000, 3,70 số 
4A 30 6000-30 000. 407 $6 
§ 100 | 20000-100000 6.67 s6 


























Khi nghiên cứu dung dịch polymer, người ta dùng nhớt kế mao quản để xác 
định khôi lượng phân tử của dung dịch rất loãng. Do đó các thí nghiệm cân 
tiến hành ở điều kiện nghiêm ngặt. 


Đối với nhớt kế rotor, khi nghiên cứu các chất lỏng phi newton, cần chọn 
rotor và tốc độ quay thích hợp và phải nêu rõ điều này bên cạnh giá trị độ 
nhớt vì độ nhớt phụ thuộc vào tốc độ trượt. Đề xác định độ nhớt, có thể cho 
dung dịch vào dụng cụ đủ lớn so với rotor để tránh ảnh hưởng của thành 
cốc. Nhưng để xây dựng quan hệ ứng suắt-biến đạng, cần có ống đựng dung 
dịch chính xác vì kích thước đó tham gia vào quá trình tính toán. Khi độ 
nhớt phụ thuộc vào thời gian, cần chú ý hệ thống ổn nhiệt phải đủ tốt để 
không làm tăng nhiệt độ của dung dịch trong quá trình đo lâu. Nhớt kế rotor 
dùng để đặc trưng các tính chất lưu biến của polymer sinh học. 


2. Phố hồng ngoại 
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Sóng điện từ được phân thành các vùng khác nhau, trong đó mắt người chỉ 
nhìn thây trong vùng khả kiến. Bên ngoài vùng đó về phía sóng dài ta có 
vùng hông ngoại. Vùng hồng ngoại dùng trong kĩ thuật phân tích không 
nằm kể cận vùng khả kiến mà là vùng có bước sóng từ 2500 đến 16000 nm. 
Khi chiếu tia hồng ngoại đến các phân tử, các liên kết của nó sẽ hấp thụ và 
kích thích các dao động của các liên kết hoá học. Mỗi loại liên kết hấp thu 
sóng hông ngoại ở bước sóng khác nhau. Để thuận tiện, người ta biểu diễn 
các dải hông ngoại bảng đại lượng số sóng trên một cm, thứ nguyên cm, 


Mỗi hợp chất hữu cơ sẽ có một phổ đặc trưng của nó bao gồm các dải hấp 
thu tương ứng với các liên kết khác nhau. 

'Về nguyên lí, nếu phân tử có n nguyên tử, sẽ có 3n bậc tự do, 6 bậc trong. số 
đó thuộc về các chuyển động quay và tịnh tiến của phân từ. Số còn lại là bậc 
tự do cúa các dao động của các liên kết trong phân tử. Các liên kết không 
cứng như các mô hình thường mình hoạ mà nó có tính đàn hồi và có nhiều 
kiểu dao động khác nhau của các liên kết. Đó là các dao động co duỗi 
(stretching), uôn (bending), cất kéo (scissoring), bập bênh (rocking) và xoăn 
(twisting). Có nhiêu nhân tố ảnh hưởng đến tần số dao động của các liên kết. 


Trong thực tế, không phải lúc nào phổ IR cũng thể hiện đủ 3n — 6 các dài 
hấp thu mà số tín hiệu có thể tăng lên do tương tác giữ các liên kết lân cận. 
Đôi với polymer, các tương tác này càng phức tạp. đặc biệt khi nó ở câu trúc 
rắn còn tương đối nguyên vẹn trong trường hợp của chitin. Trong các số tay, 
ta có thể tra cứu các tân số hấp thu của các liên kết trong các hợp chất khác 
nhau. Cần chú ý răng cùng loại liên kết nhưng trong các phân tử khác nhau, 
tần số hắp thu sẽ khác nhau. Ví dụ cùng liên kết C=O nhưng trong các chất 
như acid carboxylic, anhydride, amid và cster sẽ khác nhau. 


Trong các nghiên cứu về polymer sinh học ta chú ý đến các dài hấp thu 
tương ứng với các liên kết của các nhỏm amin N-H, các nhóm O-H, C=O 
trong các polysaccharide. 


Phê 





ng ngoại được dùng cho các mẫu ở trạng thái rắn, lỏng và khí, Đối 
t lỏng, mẫu được chuẩn bị ở dạng lớp mỏng, giữa hai tắm phẳng bằng 
nuôi (NaCl trong suốt với sóng hồng ngoại). Khi hoà tan trong dung. địch, 
cần chú ý ảnh hưởng của dung môi có thê che khuất vùng phô quan trọng. 
Các dung môi thường dùng là carbon tetrachloride, chloroform và 
tetrachloroethene. Đối với chất rắn, mẫu được chuẩn bị cùng với KBr và ép 
thành một đĩa nhỏ. 





Trong nghiên cứu polymer sinh học, phỏ hồng ngoại thường được dùng để 
xác định các nhóm chức, qua đó hiệu biết hơn về cấu trúc của chủng, phát 
hiện ra các nhóm bên đính vào các mạch chính của polymer. 


3. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 


Phương pháp phổ cộng hưởng từ hạt nhân, NMR (nuclear magnetic 
resonance spectroscopy) được phát triên lần đầu tiên năm 1946 bởi một 
nhóm các nhà nghiên cứu thuộc hai đại học Stanford và MIT của Mĩ. Trong 
hơn 50 năm qua đó là phương pháp hàng đâu giúp các nhà hoá học xác định 
chỉ tiết cầu trúc hoá học của các chât. Một thành tựu nôi tiếng của phương 
pháp này là phương pháp ảnh cộng hướng từ MRI, (Magnetic Resonance 
Imager) dùng trong y học. Phương pháp NMR ngày nay đã vượt ra khỏi 
phòng thí nghiệm và áp dụng vào việc phân tích ngay trong quá trình sản 
xuất nhờ vào công nghệ sản xuất nam châm vĩnh cửu ôn định. 
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Phương pháp NMR dựa trên các tính chất từ của hạt nhân để cung cấp thông 
tin về cầu trúc hoá học. Về mặt cơ học lượng tử. các hạt đưới nguyên tử 
(proton, neutron và electron) có số lượng tử spin. Trong một số nguyên tử 
như '°C, '*O, *S, các spin đi thành cặp và loại trừ lẫn nhau, do đó số spin 
tổng cộng của nguyên tử bằng không. Tuy nhiên, trong một số các nguyên 
từ khác như °H, '°C, *'P, 'ÊN,.. các nguyên tử có số spin tổng khác không. 
Số spin của hạt nhân có thê tính như sau: Nếu cả hai số neutron và proton 
đều là số chẵn, hạt nhân không có spin. Nếu số neutron cộng số proton là số 
lẻ, hạt nhân có số spin bằng một nửa các số nguyên lẻ, nghĩa là 1⁄2, 3/2, 5/2. 
Nếu số neutron và số proton đều lẻ, hạt nhân có số spin là các số nguyên 
l5: 


Theo cơ học lượng tử, mômen từ hạt nhân sẽ định hướng theo từ trường 
ngoài Bọ theo 2i+I cách, với I là số lượng tử spin. Trục quay của hạt nhân 
sẽ không định hướng chính xác theo phương từ trường nhưng có chuyển 
động tiến động (tương tự chuyên động của con quay) tạo một ØÓC SO Với 
hướng từ trường và có vận tốc góc: 
@o= YR, @.5) 

Với œo là vận tốc góc của chuyển động tiến động còn được gọi là tần số 
Lamor, ylà tỉ số. hồi chuyển, liên hệ giữa mômen từ và số spin như sau: 


Y =2mwhl @.6) 





Hình 3.1 Chuyển động tiến động của hạt nhân dưới tác dụng của từ trường 


Mỗi hạt nhân có một giá trị y đặc trưng. Chuyển động tiến động sinh ra một 


điện trường với tần số œụ. Nếu ta chiếu mẫu bằng sóng radio cùng tần số 
(dải sóng MH), proton sẽ hấp thụ năng lượng đê lên mức năng lượng cao 


hơn. Hiện tượng nảy gọi là cộng hưởng vì tần số của bức xạ điện từ và 
chuyển động tiền động băng nhau. 


m=1⁄2 


m=-1/2 








: > 
234 473 Cường độ từ trường, Bọ, tes]a 


Hình 3.2 Sự tách trạng thái spin hạt nhân dưới tác dụng của từ trường 


Sự định hướng của mômen từ hạt nhân trước tác động của từ trường ngoài 
không bằng nhau về năng lượng. Trạng thái spin định hướng song song, với 
trường ngoài ở mức năng lượng thấp hơn là khi không có trường ngoài. 
Ngược lại, trạng thái spin định hướng ngược với trường ngoài có mức năng 
lượng cao hơn là khi không có trường ngoài. 
Khi có một sai biệt giữa các mức năng lượng, có một Xác suất chuyển giữa 
các trạng thái spin. Bằng cách chiếu xạ hạt nhân với tân số phù hợp, hạt 
nhân ở mức năng lượng thấp có thể chuyên lên mức năng lượng cao. 
Đối với hạt nhân có hoạt tính NMR, chúng sẽ phân bố ở các trạng thái spin 
khác nhau. Sự khác biệt giữa số lượng các hạt nhân ở hai mức năng. lượng 
khác nhau được tính theo công thức phân bó của Boltzman, gọi là tỉ số tông, 
thê: 

Người /Ngà„ =€ P7 @7) 


Khi áp dụng cho proton với từ trường 1,41 Tesla, tỉ số tổng thể là 
0.9999382, tức là sai khác nhau một con sô rất nhỏ. Do đó phương pháp này 
đòi hỏi độ chính xác rất cao và lượng mẫu phải đủ lớn. 


Hiện nay người ta sử dụng phổ biến thiết bị NMR dùng phép biến đổi 
Fourrier. Theo phương pháp này, người ta cộng các phô thu được lại với 
nhau, các nhiễu xuất hiện ngẫu nhiên sẽ loại trừ trong khi tín hiệu sẽ được 
tăng lên rất nhiêu lần. Khi bị kích thích bằng sóng điện từ dưới dạng xung, 
hạt nhân sẽ chuyển lên mức năng lượng không bên, sau đó khi tắt xung, hạt 
nhân sẽ quay về trạng thái cân băng được gọi là sự hôi phục (relaxation), khi 
đó nó sẽ phát ra một tín hiệu suy giảm (free induction decay, FID) và được 
một thiết bị thu lại. 

sI 
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Dưới tác dụng của một từ trường mạnh như nói trên. các vectơ spin sẽ phân 
bố lệch một góc với từ trường, nhưng tông các vectơ đó tạo thành vectơ M 
nằm cùng chiêu với Bạ. Người ta tác dụng một xung có tần số radio làm cho 
vectơ M bật xuông vuông góc với Bọ. Sau đó. khi tắt xung. vectơ M sẽ có 
chuyển động tiến động quay vẻ giá trị ban đầu và hạt nhân phát ra một tín 
hiệu suy giảm FID. Trong tín hiệu đó chứa các thông tin của tất cả các hạt 
nhân nghiên cứu. 





Nhưng nếu như vậy thì ta vẫn chưa hiểu được liên kết giữa các nguyên tử. 
Vấn đề là chung quanh nguyên tử luôn có các electron và khi chuyên động 
chúng tạo ra một từ trường. Chính từ trường này làm giảm tác động của từ 
trường ngoài lên hạt nhân, do đó cần phái tăng từ trường lên đê thắng được 
hiệu ứng chắn nảy của electron. Tần sô Lamor khi đó tính theo biều thức: 


®, =†(Bọ =S) @-8) 
Với S là mô men từ tạo nên bởi các electron. 


Trong kĩ thuật NMR. cần phải chọn một chất làm chuẩn. Đó là chất 
tetramethylsilane, TMS, gồm có bốn nhóm CH; liên kết với một nguyên tử 
silieon. Vì các proton của các nhóm methyl có mị rường electron như 
nhau nên ta chỉ thu được một tín hiệu duy nhất. Vì độ âm điện của nguyên 
tử carbon lớn hơn silicon nên các electron lệch về các nguyên tử carbon 
nhiều hơn. Do đó tín hiệu nằm ở vùng trường rât mạnh. Các tín hiệu khác 
khi so sánh với tín hiệu chuẩn tạo nên độ dịch chuyển hoá học (chemical 
shift). tính bằng ppm 
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Hình 3.3 Độ dịch chuyển hoá học của một số nhóm chức chung 
trên phổ NMR proton 


Khi nghiên cứu về các polymer sinh học, ta cần chú ý tạo độ nhớt thấp cho 
dung dịch để các phân từ đủ linh động. Các polysaccahride như alginat hay 
Carrapcenan có khả năng tạo gel với các ion kim loại. Do đó khi chuẩn bị 
mẫu. người ta thường cho thêm EDTA để bắt giữ các ion, nâng nhiệt độ 
chạy mẫu để giảm độ nhớt của dung dịch. Trong một số trường hợp, việc 
tăng nhiệt độ còn làm dịch chuyển mũi HOD của dung môi (trong trường 
hợp hoả tan vào nước nặng DO) để lộ ra các mũi cân „nghiên cứu như 
trường hợp của alginat. Các polymer có DP quá lớn cũng cần thuỷ phân đến 
một mức độ. nhất định. Đẻ thu các thông tin cuối cùng về cấu trúc polymer, 
cần phát triển các công thức toán liên quan mà đôi khi khá cổng kẻnh. Do 
đó, phương pháp này đòi hỏi trình độ lí thuyết cao khi nghiên cứu cấu trúc 
các hợp chất phức tạp. 


Dưới tác dụng của các liên kết lân cận các mũi cộng hưởng sẽ bị tách ra 
(spliÐ và do đó cho ta thêm các thông tin về cấu trúc phân tử. Thiết bị NMR. 
cảng nhạy, càng tách thành nhiều mũi. 


Trên nên táng của lí thuyết NMR, các kĩ thuật phân tích ngày cảng phát triển 
và đóng vai trò không thê thiếu trong việc nghiên cứu cấu trúc. 


4. Sắc kí 


Đề thu được các phân tử sinh học tỉnh khiết từ một hỗn hợp với nhiều chất 
khác nhau về khôi lượng phân tử và nồng độ, người ta dùng các kĩ thuật 
phân riêng khác nhau. trong đó phương pháp sắc kí được ứng dụng rất rộng, 
rãi. Nguyên lí chung của phương pháp sắc kí là phân riêng các chất trong 
một hỗn hợp do sự tương tác giữa các chất tan trong pha động khi nó di 
chuyển ngang qua một pha rắn. Mỗi phương pháp sắc kí dựa trên một tính 
chất khác nhau. Sắc kí ion dựa trên bản chất ion của chất tan và chất trao đổi 
ion. sắc kí ái lực dựa trên tương tác riêng giữa chất tan và chất hấp phụ. 
Trong nghiên cứu polymer sinh học, người ta dùng sắc kí lọc gel (Gel- 
Filtradon Chromatography) dựa trên hình dạng và kích thước phân tử của 
chất tan, ở đây là các polymer. 

Sắc kí lọc gel phân tách các phân tứ tuỳ thuộc vào kích thước phân tử khi 
chúng đi ngang qua một môi trường lọc được chứa đây trong một cột. Khác 
với sắc kí trao đôi hay sắc kí ái lực, các phân tử không liên kết với môi 
trường lọc và do đó thành phần của (dung dịch) đệm không ánh hưởng trực 
tiếp đến độ phân giải. Ưu điêm lớn nhất của sắc kí lọc gel là các điều kiện 
có thể thay đổi tuỳ theo mục đích như tỉnh chế hay phân tích mà không làm 
thay đôi sự phân tách (separation). 


Sắc kí lọc gel rất phù hợp với các phân tử sinh học, là những phân từ rất 
nhạy với sự thay đối pH, nồng độ ion kim loại và các điêu kiện khác của 
môi trường. Sự phân tách các phân tử này có thể được tiền hành khi có mặt 
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của các ion cần thiết, các co-factor, Urea, guanidine HCI, lực lon: lớn hay 
nhỏ, ở nhiệt độ phòng hay nhiệt độ thấp tuỷ theo thí nghiệm. Protein có thê 
được tỉnh chế theo bất kì dung dịch đệm nào được chọn. 





Thể tích khoảng trống _ Thểtích toàn bộ cột Vị 
giữa các hạt gel Vọ, 
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Hình 3.4 Nguyên li hoạt động của sắc kí lọc gel 


Môi trường lọc gel được cấu tạo từ các hạt hình cầu có tính bền hoá lí và có 
tính trơ như nhựa resin tông hợp, thuỷ tỉnh xốp, dextran hay agarose. Chúng 
cỏ cấu tạo. xốp và tạo thành các hệ mao quản vả được nhi đây vào một cái 
cột. Khối hạt được nằm cân bằng với dung dịch đệm và dung dịch này chứa 
đây các lỗ xốp trong hạt. Dung dịch bên trong các lỗ xốp còn gọi là pha tĩnh 
năm cân băng với dung dịch bên ngoài hạt, gọi là pha động. Quá trinh rửa 
giải không cần dùng các đệm khác nhau. 


Khi mẫu được đưa vào. pha động và mẫu sẽ đi qua các hạt xốp trong cột. 
Các phân tử sẽ khuếch tán vào và ra khỏi các lỗ xốp của hạt. Các phân tử có 
kích thước nhỏ hơn sẽ đi sâu vào mạng lưới xốp (matrix) của hạt và lưu lại 
đó lâu hơn. Trong quá trình đệm chảy liên tục qua cột, các phân tử có kích 
thước lớn hơn các lỗ xóp của mạng lưới sẽ không thẻ khuếch tán vào trong 
lỗ và bị đệm kéo đi theo. Kết quả là các phân tử có kích thước lớn nhất sẽ 
rời khỏi cột đậu tiên và các phân tử có kích thước nhỏ hơn sẽ lần lượt ra sau 
theo thứ tự, Sắc kí lọc gel có thẻ dùng theo chức năng phân riêng theo nhóm 
(group separation mode) hoặc phân đoạn với độ phân giải cao (high 
resolution fractionation mode). 


Phân riêng theo nhóm 


Sắc kí lọc gel dùng để phân riêng theo nhóm, theo đỏ, các phân tử nhỏ như 
muối. phân tử đánh dấu được lấy ra khỏi các phân tử lớn. Kĩ thuật này được 
dùng đê tỉnh sạch protein. Các loại mỗi trường lọc gel sephadex G-10, G-25 
và G-50 được dùng cho kĩ thuật này. Sephadex lả tên gọi chung mỗi trường 
lọc gel cấu tạo từ dextran liên kết ngang. Tuỷ theo kích thước phân tử, 

người ta chọn các loại ,Šephadex khác nhau. Khi phản riêng theo nhóm, 
thường dùng thể tích mẫu lớn. có thê chiếm đến 30% thể tích cột vả dùng 
lưu lượng cao. cột ngắn vả lớn. 


Ao (prolein được phát hiện bằng đầu 
——\W 280 nm dò UV) 
—— Muối dùng đầu dò dẫn điện 
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Hình 3.5 Sắc ki đồ phân riêng theo nhóm để loại muối khỏi protein 
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Phân đoạn với độ phân giải cao 

Theo chức năng này, sắc kí lọc gel dùng đẻ tách một hay nhiều thành phân 
ra khỏi một hỗn hợp, dùng đẻ xác định khối lượng phân tứ hoặc dùng đẻ 
phân tích phân bỗ khối lượng phân tử của một mẫu. Để thu kết quá có độ 
phân giải cao, mẫu cần được tính chẻ sơ bộ bằng các kĩ thuật sắc kí khác đề 
loại các phân tử có kích thước phân tử gần giông như chất cản phân tích. 

Có nhiều nhãn tổ ảnh hưởng đến độ phân giải (độ phân biệt giữa hai peak) 
như: thể tích mẫu, tỉ số giữa thể tích mẫu và thẻ tích cột, kích thước cột. 
kích thước hạt, phân bố khối lượng của hạt. mật độ khối hạt trong cột, kích 
thước lỗ xắp trong hạt, lưu lượng dòng. độ nhớt của mẫu và của đệm. 
Khoảng khối lượng phân tử mà một môi trường lọc gel có thẻ phản riêng 
được gọi là độ chọn lọc của môi trường. Độ phân giải phụ thuộc vào độ 
chọn lọc và hiệu quả của môi trường lọc gel đẻ tạo ra các peak hẹp. Sau khi 
đã chọn được môi trường lọc gel phù hợp thì thẻ tích mẫu và kích thước cột 
là hai thông số quan trọng nhất ảnh hưởng đến độ phân giải. 









Cường độ. 
hấp thụ. Khối lượng. 
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Hình 3.6 Sắc kí đỗ sắc kí lọc gel ở chế độ phân giải cao 


Xác định khối lượng phân tử 

Me tích rửa giải của mỗi thành phân gọi là V. Người ta đưa ra hệ số phân 
lô Kuv 

W.=Vụ 

Vị ~Wo 





K» 


Để xác định khỗi lượng phân tử bằng sắc kí lọc gel người ta lảm như sau: 


Chuẩn bị cột bằng Blue Dextran 2000 với nồng độ 1mg/ml trong đệm chạy 
sắc kỉ. Cho Blue Dexưan vào cột. dùng thê tích < 2% thể tích cột Vị để xác 
định thẻ tích khoảng trồng Vụ và iêm tra độ chặt của cột. Sau đó hoả tan 
các chuẩn đã biết khôi lượng phân tử vào đệm dùng. chạy sắc kí. khuấy nhẹ 
nhàng không đun nóng với nông độ do nhà sản xuất quy định. 

Tiêm dung dịch chuẩn vào cột với thê tích < 2% thể tích cột Vị. Đo thẻ tích 
V, của từng chuẩn. Tính toán hệ số phân bổ K„, cho từng chuẩn. Trên đỗ thị 
semilogarit. đặt hệ số K„, trên trục tuyến tỉnh và khỏi lượng phản tử trên 
trục logarit. Vẽ đường hỏi quy biểu diễn quan hệ giữa K„, và khối lượng 
phân từ. 

Tiêm mẫu với thể tích < 29% V, chất cần xác định khối lượng phân tử. đo V¿ 
của nó và tính hệ số K„. Dùng quan hệ hỗi quy thu được đê tính ra khối 
lượng phân tử. 











8.78 
MW (x10') 


Hinh 3.7 Sắc kí đồ và đường chuẩn dùng xác định khối lượng phản tử' 
trong sắc kí lọc gel. Trục Mụ chia. theo logarit 


5. Điện di 

Phương pháp điện di là phương pháp phân li dựa trên sự dĩ chuyển của các 
chất tan ion trong điện trường và được sử dụng đề phân tích protein. acid 
nucleic, peptide và nueleotide. Vì sự di chuyên của các ion dựa vào điện tích 
của chúng do đó pH là một nhân tổ quan trọng. Các phân tử sẽ không di 
chuyên ở điểm đăng điện. Ở dưới điểm đăng điện các phân tử tích điện 
dương và di chuyên về phia catod, trên điêm đãng. diện các phân tử tích điện 
âm và đi về phía anod. 
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Để xác định khối lượng phân tử protein, người ta thường dùng điện di SDS- 
gel. Theo phương pháp này, protein được làm biến tính và tách ra thành các 
tiểu phần bằng sodium đodecyl sulfate (SDS). Dung địch SDS chứa protein 
được nung nóng đến 100C trong vải phút để protein duỗi mạch và liên kết 
với SDS để tạo thành phức chất. Các nhóm dodecyl aliphatic quay vào trong 
còn các nhóm suifat hướng ra ngoài bề mặt của phức chất là cho phức chất 
mang điện tích âm lớn hơn điện tích của mạch acid amin. Các phức chất có 
dạng hình gậy với đường kính khoảng 18 Á và chiều đài phụ thuộc vào. khối 
lượng phân tử của chuỗi polypeptide. Các phức chất được cho di chuyên 
trong một khối gel có độ xốp đồng đều từ polyacrylamide. Sau một thời 
gian, khôi gel được lấy ra và nhuộm mảu để phát biện vị trí các protein. 
Khối lượng phân từ được xác định khi so sánh với chuẩn là các protein đã 
xác định kích thước phân tử. 


Các phân tử sinh học thường mang điện tích, dưới tác dụng của điện trường, 
các phân tử sinh học di chuyền về các điện cực trái dấu do. hiện tượng tương 
tác tĩnh điện. Điện di là kĩ thuật phân riêng các phân tử mang điện bằng 
điện trường. Tính linh động tương đối giữa các phân tử phụ thuộc vào nhiễu 
nhân tố trong đó các nhân tế quan trọng nhất là điện tích ròng (điện tích 
tổng. net charge). tỉ lệ điện tích ròng/khôi lượng, hình dạng phân tử, nhiệt 
độ, độ xốp của khối gel qua đó phân tử chuyển động. Một hỗn hợp có thể 
được phân riêng với độ phân giải cao bằng kĩ thuật điện di, 

Nếu một hỗn hợp các phân từ sinh học mang điện tích được đặt trong điện 
trường E chúng sẽ di chuyển về các điện cực trái dấu. Tuy nhiên, các phân 
tử khác nhau sẽ di chuyển với tốc độ rất khác nhau tuỳ thuộc vào tính chất 
vật lí của phân tử và hệ thống thí nghiệm. Tốc độ chuyển động v của phân 
tử được tính theo công thức: 


v=E.qf 
Trong đó q là điện tích ròng. f hệ số ma sát. 


Hệ số ma Sát đặc trưng cho sự cản trờ chuyển động của phân tử, nó phụ 
thuộc vào khôi lượng phân tử, cấu hình phân tử, độ nhớt dung dịch đệm, độ 
xốp của mạng lưới gel. Điện tích ròng (net charge) bằng tông đại số các 
điện tích âm và đương trong phân từ. Hai phân tử cùng điện tích ròng nhưng 
có tỉ số điện tích ròng/khối lượng, cấu hình khác nhau sẽ có tốc độ di 
chuyển khác nhau. 


Trong kĩ thuật điện di, các phân từ sinh học sẽ đi chuyên trong dung dịch 
phân tán trong một mạng lưới gel. Mạng lưới gel đóng vai trò như một cái 
rây phân tử đề giúp cho việc phân riêng các phân tứ theo khối lượng phân 


tử. Loại gel đem dùng phụ thuộc vào loại phân từ cần phân riêng, điện tích, 
khối lượng phân tử. Khi phân riêng các protein hoặc acid nucleic, người ta 
dùng gel làm từ agarose và acrylamide. 

Gel agarose cho độ xốp đồng đều hơn tinh bột và có thể thay đổi độ xốp 
bằng cách thay đổi nồng độ agarose ban đầu khi chuẩn bị. Nồng độ thấp cho 
lỗ xốp to và ngược lại. Gel agarose được ứng dụng rộng rãi khi phân riêng 
DNA. 


Acrylamide tạo gel bền hơn agarose và có thể dùng cho cả protein và acid 
nueleic. Khi tạo liên kết ngang với methylene, nó tạo nên mạng lưới gel có 
độ xốp được kiểm soát tốt hơn, độ bền cao hơn và tính trơ hoá học lớn hơn. 
Gel này có thể dùng cho các phân tử DNA và protein có dải khối lượng lớn. 


Một kĩ thuật để nhân biết vị trí của các phân tử sau khi phân riêng là kĩ thuật 
nhuộm màu. Có nhiều chất màu được sử dụng như bảng sau: 

















Giới hạn 

Chất nhuộm màu Phân tử cần phân riêng 1g 
Amido black Proteins 400 
Coomassie blue Proteins 200 
Ponceau red Proteins (reversible) 200 
Bis-|-anilino-8- Proteins 150 
Naphthalene sulphonate 
Nile red Proteins (reversible) 20 
SYPRO orange Proteins 10 
Fluorescamine Proteins 1 
§SiIver chloride Proteins/DNA. 1 
SYPRO red Proteins 0,5 
Ethidium bromide lM 10 
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Hinh 3.8 Kết quả điện di: các dải DNA hiện màu 
do nhuộm ethidium bromide 


Để chuẩn bị gel, người ta cho bột agarose hay acrylamide vào dung dịch 
đệm với nồng độ theo yêu cầu, đun sỏi dung dịch lên cho các 
polysacchiaride hoà tan. Tuỳ theo kĩ thuật nhuộm màu, có thẻ thêm ethidium 





bromide với nông độ 0.5 g/m] đề phát hiện vị trí DNA sau khi điện di. Sau 
khi làm nguội đến 60C. đồ dung dịch nóng chảy vào một cái khay có găn 
lược (để tạo các giếng nạp mẫu sau này) và để yên cho gel tạo thành khi 
nhiệt độ hạ thập đến nhiệt dộ phỏng. Sau khi gel đã rắn, lấy lược ra cẩn thận 
không làm hóng các giếng. Gel vẫn nằm trên khay nhựa được cho vào 
buồng điện di và đồ đệm ngập lên. Mẫu được nạp vào các giếng bằng các 
mieropipete. Sau đó đậy nặp có gắn điện cực lên buông điện dị và cho bộ 
nguồn hoạt động với điện áp quy định. Các DNA mang điện tích âm sẽ di 
chuyên vẻ phía điện cực dương có đánh dẫu màu đó. 
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Hình 3.9. Các bước chính của điện di: tạo gel, nạp mẫu và chạy điện di 


Nồng độ gel 

Gel agarose: hảm lượng agarose phụ thuộc vào kích thước của phản tử cần 
phân riêng. Hàm lượng agarose tính theo phần trăm khỏi lượng agarose 
trong thê tích dung dịch đệm (w/v). thông thường từ 0.2% đến 3%. Hàm 
lượng agarose cảng thấp, phân tử DNA chuyển động càng nhanh. Nhìn 
chung. khi phân riêng các đoạn DNA lớn. người ta dùng hảm lượng agarose 
nhỏ, khi phân đoạn DNA nhỏ. dùng gel có hàm lượng agarose lớn. 








Hình 3.10 Ảnh hưởng của nồng độ gel agarose đến độ phân giải 


Chú ý nông độ thắp 0.7%. cho độ phân giải tốt ở các phân tử lớn và nông độ 
cao 1,5% cho độ phân giải tốt ở các phân tử bẻ. 


Bảng 3.2 Hàm lượng agarose trong gel tương ứng. 
với các đo kích thước DNA 








Hàm lượng agarose (%) | DàikiehthướcDNA 'DNA (bp) 
[ 02 | 5000 - 40 000 
0.4 | 5000 - 30 000 
| 06 | 6300 - 10 000 
| 08 | 1000 - 7000 
L0 500 - 5000 
L5 | 300 - 3000 
20 200 - 1500 
3.0 100 - 1000 
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Đối với gel acrylamide, cần xác định nồng độ và tỉ lệ chất liên kết ngang, 
tạo thành gel kích thước lỗ xốp mong muốn. Nồng độ acrylamide càng cao, 
độ xốp nhỏ và dùng cho các phân tử có kích thước nhỏ và ngược lại. Người 
ta thường dùng tỉ lệ acrylamide/bisacrylamide là 19:1 (tỉ lệ chất tạo liên kết 
ngang là 5%) và 29:1 (tỉ lệ chất liên kết ngang là 3,3%) như bảng. 


Bảng 3.3 Hàm lượng và tỉ lệ chất tạo liên kết ngang 
trong gel acrylamide để phân riêng DNA/RNA. 











Tỉ lệ Gel Kích thước Kích thước 
acrylamide/bis | (6) | DNA/RNA tự nhiên | DNA/RNA biến tính 
19:1 
4 100-1500 70-500 
6 60-600 40-400 
§ 40-500 20-200 
10 30-300 15-150 
12 20-150 10-100 
291 5 200-2000 70-800 
6 80-800 50-500 
§ 60-400 30-300 
10 50-300 20-200 
12 40-200 15-150 
20 | <40 <40 
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Hinh 3.11 Phân tử acrylamide và bisacrylamide tạo gel polyacrylamide 


Phương pháp điện di có nhiều ứng dụng như xác định kích thước các phân 
tử DNA, phân tích các sản phẩm PCR trong chân đoán di truyền phân tử hay. 
đánh dấu di truyền, phân riêng các DNA trước khi tiến hành các kĩ thuật 
chuyên Southern hay Northern, phân tích protein, peptid. 

Để xác định khối lượng phân tử protein, người ta thường dùng điện di SDS- 
gel. Theo phương pháp này, protein được làm biến tính và tách ra thành các 
tiểu phần bằng sodium dodecyl sulfate (SDS). Dung dịch SDS chứa protein 
được nung nóng đến 100°C trong vài phút đề protein duỗi mạch và liên kết 
với SDS để tạo thành phức chất. Các nhóm dodecyl aliphatic quay vào trong 
còn các nhóm sulfat hướng ra ngoài bề mặt của phức chất làm cho phức chất 
mang điện tích âm lớn hơn điện tích của mạch acid amin. Các phức chât có 
dạng hình gậy với đường kính khoảng 18 Ả và chiều dài phụ thuộc vào khối 
lượng phân tử của chuỗi polypeptide. Các phức chất được cho di chuyển 
trong một khối gel có độ xóp đồng đều từ polyacrylamide. Sau một thời 
gian, khối gel được lấy ra và nhuộm màu đề phát hiện vị trí các protein. 
Khôi lượng phân tử được xác định khi so sánh với chuẩn là các protein đã 
xác định kích thước phân tử. 
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PHÀN 2: CÁC POLYMER SINH HỌC BIỂN CÓ NGUÒN GÓC 
THỰC VẬT 


CHƯƠNG 4 
AGAR 


1. Sơ lược lịch sứ, thuật ngữ 


Agar là một loại keo ưa nước được tách chiết từ một số loài rong biển thuộc 
ngành rong đó, Nó không tan trong nước lạnh nhưng tan trong nước nồng. 
Dung dịch 1.5% agar khi làm Jạnh đến khoảng nhiệt độ 32 = 43C sẽ tạo gel 
và gel này sẽ nóng chảy ở 85, Agar là một polysaccharide cấu tạo từ các 
monomer là galactose trong đó các gốc bị suphat hoá ở mức độ khác nhau. 


Agar có xuất xứ từ Nhật Bán. Từ xưa đến hiện nay, agar được sản xuất và 
bản dưới dạng lông (nóng) hoặc dạng gel (nguội thế kỉ XVIII, sản xuất 
agar được công nghiệp hoá và tạo ra sản \ phẩm khô. g Nhật gọi là ÄanIen. 
Mặc dù vậy tên gọi agar-agar lại có xuất xứ từ Mã Lai. Các nước nói tiếng 
Pháp vả Bồ Đào Nha gọi là gelose. 






Agar được sản xuất theo công nghệ hiện đại đầu tiên tại California theo. 


patent của Matsuoka năm 1922. Theo công nghệ này người ta làm đồng lạnh 
để tách nước. Trong thế chiến thứ hai. SẢ 3 ất agar tại Mĩ được chỉnh 
phu hỗ trợ đẻ có đủ mỗi trường cho việc nuôi cây tế bảo. 








Agar có thể sản xuất từ các loài rong khác nhau nên các tính chất của chúng 
có thê khác nhau. Do đó khi nói đến agar, người ta hay nói đến nguồn gốc 
của nó, từ đó có loại agar Gelidium. agar Gracilaria, agar Pterocladia...Đê 
mô tả chỉnh xác hơn, người ta còn nêu lên xuất xứ của rong biển đẻ nấu agar 
như Graeilaria ở Chile khác ở Argentina hay Gelidium ở Tây Ban Nha khác 
ở Mexico. 

Tính chất của agar từ rong Gelidium khác với các agar từ các loài rong khác, 
do đó người ta gọi agar chính gốc là từ Gelidium. còn các loại rong khác 
tách ra thì gọi là agaroid. Hai loài rong chính thống thường làm agar của 
Nhật là Celidium paclfìcum và ŒGelidium amansii. 

Các loại rong sản xuất agar hiện nay trên thể giới có các nhóm chính là: 


1. Gelidium ở Tây Ban Nha. Bỗ Đảo Nha. Nhật Bản. Hàn Quốc. Mexico, 
Mĩ, Trung Quốc, Chile và Nam Phi. 


2. Gracilaria ở Chile, Argenuna, Nam Phi, Nhật Bản, Brazil, Peru, 
Indonesia. Trung Quốc. Án Độ. Việt Nam và Sri Lanka. 





3. Pterocladia capillace ở Bồ Đảo Nha và Pterocladia ở New Zealand. 
4. Gelidiella từ Ai Cập, Madagasca. Ấn Độ. 


Ngoài ra còn một số loài rong khác như Ahnpheltia plicata, Acanthopheltis 
japoniea. Ceramiun hypnaeordes và Ceranium boydenii, 











Graeilarid verrueosd (WWwWw:aguaportail.com) 
Hinh 4.1 Một số loài rong dùng sản xuất agar 


° 


2. Cấu trúc hoá học 
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Các công trình nghiên cứu đầu tiên cho thấy agar có chứa 3.6-anhydro- 
galactose và các gốc sulfate đính vào carbohydrate. 

Các nghiên cứu cấu trúc agar dựa trên việc thuỷ phân agar thành các phân 
đoạn bằng hoá học hoặc enzyme, sau đó các phân đoạn được phân tích câu 
trúc băng các kĩ thuật phô hông ngoại IR, phô cộng hưởng từ hạt nhân. 


?%Non 
Ngườc 
G8 [|| LAM 
| 6 
«ri “Qs 
ppm . ” ” 


Hình 4.2 Phổ '”C của agar tự nhiên và agar xử lí với 7% NaOH từ Gracilaria 
cervicornis. G6§ và L4M tương ứng liên kết vị trí số 3 của 6-O-sulphate-D-- 
galactose và 4-O-methyl-a-L-galactose. (Y.Freile-Pelegrin, 2005). 


Hiện nay, người ta đã xác nhận được agar cấu tạo từ hai phân đoạn, aparose 
và agaropectin. Sau đây ta sẽ xét chỉ tiết cầu trúc của từng phân đoạn. 


Agarose 


Agarose có cấu tạo mạch thẳng bởi các gốc j-D-galactopyranose nối với 
3,6-anhydro-L-galactose qua các liên kết 1-3 và liên kết 1-4. Hai monomer 
này liên kết luân phiên với nhau. Độ bền của các liên kết 1-3 và 1-4 khác 
nhau đối với các tác nhân enzyme và hoá học. 

Liên kết 13 œ dễ bị phân cắt bởi các enzvme và tạo thành các 
neoagarobiose. Trong khi đó các liên kết 1,4 § dễ bị phân cắt bởi acid và tạo 
ra các agarobiose. Khối lượng phân tử của agarose khi chưa phân cắt 
khoảng 120 000 Dalton tương ứng 800 gốc đường đơn hexose. 


Mặc đầu cấu trúc agarose được mô tả như trên. phụ thuộc vào nguồn gốc 
loài rong. một SỐ gộc 3.6 anhydro L galactose có thể được thay thế bởi L 
galactose. Một số gốc D galactose và L galactose có thể bị methyl hoá và trở 
thành 6-0-methyl-Ð-galactose và 2-0 —methyl-L-galactose. Sự methyl hoá 
này xuất xứ từ nguồn gốc rong, nó xác định điểm tạo gel (gel point) và xuất 
xứ của agar. Người ta còn tìm thây D-xylose với lượng rất nhỏ nhưng chưa 
xác định được vị trí nó gắn vào phân tử agarose. Các gôc phân cực như acid 
pyruvic và acid sulfuric cũng được tìm thây trong agarose với lượng, rất nhỏ. 


0H 











Hình 4.3 Cấu trúc phân đoạn agarose 


Hiện nay, các loại agarose dùng trong kĩ thuật phân riêng sinh học có cầu 
trúc đã được thay đôi khác với khi nó được tách ra từ rong. 


Agarose xác định khả năng tạo gel của agar trong môi trường nước. 
Agaropectin 


Agaropectin là phân đoạn có khả năng tạo gel yếu trong nước. Cho đến nay, 
người ta chưa xác định hoàn toàn cấu trúc của nó. Người ta cho răng, nó 
được tạo bởi liên kết luân phiên giữa D-glactose và L-galactose và tật cả các 
nhóm phân cực tìm thấy trong phân tử agar. Các gốc L~galactose-6-sulfate 
và D-glactose-4-sulfate là các gốc chứa sulfate chủ yếu của agar. Tồn tại 
một lượng nhỏ 3.6-anhydro-L-galactose. Các lượng nhỏ này phụ thuộc vào 
nguồn gốc rong, mùa vụ và phương pháp tách chiết. 

Sự có mặt của 4.6-0-(1-carboxyethylidene)-D-galactose cũng được xác nhận 
làm cho vị trí của acid pyruvie trong cấu trúc trở nên rõ ràng. Lượng acid 
pyruvic trong agar và agarose thay đôi từ 0.2-2,5% trong agar và 0,02 -1,3% 


Ji 


trong aparose (Hirase 1957). Những thay đôi đó có thể do loài rong. do khí 
hậu khác nhau của vùng mà rong mọc. 


Người ta còn tìm thấy D-glactose-2,6-disulfate với một lượng nhỏ trong 
agaropectin từ những loài rong mọc trong điều kiện khí hậu khắc nghiệt 
(như hiện tượng El Nino). Các agaropectin này có độ nhớt cao với khả năng 
tạo gel thấp. Khi đó agar và agaropectin có những tính chất không mong 
muốn. Acid glucuronic cũng được tìm thấy ở dạng vết. 


Như vậy, mặc dù cấu trúc cơ bản của agaropectin là liên kết luân phiên, giữa 
D-galactose và L-galactose. một số D-galactose có thể được thay thế bởi 
D-galactose-4- -sulftate, bởi 4.6-I 0-{1-carboxyethylidene)-D- galactose ở một 

số vị trí cuỗi mạch, hay ngay cả bởi D-glactose-2.6-disulfate. Trong khi đó 

L-galactose có thê được thay thế bởi 3,6-anhydro-[. -alactose. Điều này 

làm cho cấu trúc của agar thay đổi trong một đái rộng và dó cũng là tính 

chất chung của các polymer sinh học trong tự nhiên. 





Bảng 4.1 Các gốc trong phân đoạn agaropectin (Mc.Hugh,1987) 























Lgalactose | D-galactose 

3,6-anhydro-L-glactose | D-galactose-4-sulfat 

L-galactose-6-sulfat | D-galactose-2,6-disu]fat 

Acid glucuronic | 4,6-O-(1-carboxyethylidene)-D-galactose 
3. Tính chất 
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Agar có các tính chất quan trọng sau đây: 


1. Agar là loại polymer sinh học có khả năng tạo gel lớn nhất trong môi 
trường nước và cho gel chắc hơn các loại polymer khác với cùng nồng độ. 


2. Agar có khả năng tạo gel chỉ với môi trường nước mà không cần thêm bất 
kì tác nhân tạo gel nào. Đây là điêm khác biệt căn bản của agar. 


3. Gel agar có thẻ tồn tại trong một dài rộng của pH từ 5 đến 8. 


4. Agar có độ bền nhiệt cao. cho phép chịu được chế độ thanh trùng trên 
100C. 


$. Dung dịch 1.5% agar tạo gel ở nhiệt độ từ 32 đến 43°C và nóng chảy ở 
85C. Đây là tính chất duy nhất của agar so với các chất tạo gel khác. 





6. Gel agar không có mùi vị lạ và không cần dùng các ion tạo gel có vị gắt 
như kaÏi, canxi. 


7. Agar có tính tương thích mùi và làm dậy mùi thực phẩm pha vào, do đó 
nó có tính có định mùi của thực phâm lâu dài trên gel. 

$8. Gel agar có tính thuận nghịch rất tốt khi làm đông vả đun nóng chảy 
nhiều lần mà vẫn giữ được tính chất. 


9. Gel agar trong suốt và để nhuộm màu do đó dùng làm thực phẩm có 
nhiều màu rât đẹp. 

10. Gel agar ồn định. không kết tủa khi có mặt các ion dương. 

Độ bền gel (sức đông agar) 

Một trong những thông số quan trọng là độ bèn gel. Nó nói lên chất lượng 
agar và do đó quyết định giá thành. Đề đo độ bền gel, người ta tác động lực 
lên khối gel agar cho đến khi nó bị vỡ trong vòng 20 giây theo phương pháp 
Nikan-Sui. Ứng suất khi gel vỡ xác định độ bên gel. tính bằng g/cm”. Cách 
tiến hành như sau: chuẩn bị dung dịch agar 1,5% nóng và rót vào một hộp 
kim loại có kích thước cạnh đáy 6x30 cm, cao 4.5 em đến chiều cao mức 
lỏng là 3 cm, để nguội đến 20C. Tác dụng lực qua các quả cân lên một đầu 
ép có diện tích 1 cm”. Khi gel vỡ, tính tông trọng lượng các vật nặng tác 
dụng lên đầu ép. 

Độ bền gel xác định cho gel ở nồng độ 1.5%, agar công nghiệp có độ bên 
gel từ 600 đến 1100 g/em”. Độ bên gel trung bình từ 700-800 g/cm. 

Hiện nay người ta dùng các máy đo lưu biến hiện đại cho phép xác định trực 
tiếp quan hệ ứng suất biến dạng cho đến khi gel vỡ. 

Cấu trúc và sự tạo thành gel 

Gel ayar có cấu trúc xoắn được xác định bằng phương pháp nhiễu xạ tia X. 
Vì rằng agar chứa 3.6-anhydro-L-galactose. gel có cầu trúc xoăn trái. So với 
gel carrapeenan, gel agar có bước xoăn nhỏ hơn 26 Ả vì chứa ít nhóm 
sulfate hơn. Khi chứa ít nhóm sulfate. vòng xoắn của gel sẽ chặt hơn và 
gọn hơn. 

Khi dung dịch nóng, agar ở dạng hoà tan, các phân tử agar nằm ngẫu nhiên 
trong dung dịch. Khi nhiệt độ thâp dân, các phân tử tiến đến gân nhau và bắt 
đầu cuộn xoắn vào nhau do các liên kết hydro. Quá trình tạo gel bắt đâu. 
Các đoạn xoắn diễn ra giữa các phản của chuỗi phân tử khác nhau tạo nên 
mạng lưới gel ba chiều, có những vùng xoăn (vùng nổi) và vùng ngắt 
(không xoăn). Do cấu trúc gel như vậy sẽ tạo thành không gian giữ nước 
bên trong. Quá trình tạo gel sẽ bị ngăn cản nêu ta cho vào các tác nhân bắt 
giữ proton như urea hay guanidine. Khi sấy khô agar, các phân tử đang liên 
kết hydro ở dạng gel khô và do đó không thể hoà tan vào nước lạnh vì nó 
vẫn giữ nguyên các liên kết hydro trước khi làm khô. 


69 


Ở trên điểm tạo gel. dung dịch agar thể hiện là chất lòng có độ nhớt giảm 
khi tốc độ trượt tăng lên (thinning behaviour). Cỏ thê thây điều này trong 
công trình của Kamalesh Prasad (2007). 





Ñ TK I8 #6 
SA meeve 


Hình 4.4 Động thái gel thining của các gel agAF khác nhau (1,5%) từ rong 


'Gelidiella acerosa tại những nơi khác nhau ở 48”C. Trục tung là độ nhớt động lực, 
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trục hoành là tốc độ trượt. Kamalesh Prasad (2007) 


Một tính chất cơ bản của gel agar là độ trễ tạo gel. gelation hysteresis. Một 
dung địch agar trong nước khi làm lạnh sẽ tạo gel trong khoảng. 32-43°C tuỳ 
theo loại rong vì có hàm lượng nhóm methy] khác nhau. Tuy nhiên khi nung 
nóng trở lại, phải đến 85°C. gel mới tan chảy. Sự khác biệt lớn giữa nhiệt độ 
tạo gel và nhiệt độ nóng chảy gel là một đặc điểm của. Apâr SO với các loại 
keo rong biên khác. Điều này được giải thích là do liên kết giữa hai phân tử 
agar rất bền do mật độ cao của các liên kết hydro giữa hai mạch phân tử. Do 
đó phải cần đến nhiệt độ cao đề phá vỡ các liên kết này. Còn liên kết giữa 
phân tử apar và nước kém bên hơn. Khi làm lạnh, giai đoạn chuyền sol-pel 
Xây ra trong khoáng nhiệt độ từ 40°C đến 30°C chia ra thành ba giai đoạn: 
giai đoạn khởi đầu, giai đoạn tạo gel và giai đoạn giả cân bằng (Pseudo- 
equitibrium). Sau đó gel giả (pseudogel). tạo thành ở khoảng. 30C. tiệp tục 
phát triển về cầu trúc theo thời gian do hiện tượng. syneresis. 

Trong dung dịch nước, đo các nhóm hydroxyl và nhóm sulfate trong phân tử 
agar tạo thành các liên kết hydro với các phân tử nước. các vùng tương tác 
giữa các phân tử và trong nội bộ phân từ hình thành hai loại phân tử: loại 
kết hợp và loại không kết hợp. Trạng thái sol tồn tại hai loại hạt có kích 
thước khác nhau: loại hạt đơn có kích thước từ 20-50 nm và loại hạt kết hợp 
có kích thước 200-700 nm. Khi hạ nhiệt độ đến khoảng 40°C, bán kính thuỷ 
lực của các hạt tăng dần lên và chuyên từ cấu hình hạt sang cấu hình gậy và 
mạng lưới gel bắt đầu được hình thành làm tăng tính dị thê của cấu trúc. Khi 


một mạng lưới gel nhó được hình thành, nó sẽ nằm cân bằng động với cả 
mạng lưới. nghĩa là nó sẽ bị xảo trộn và phục hồi thường xuyên sau một 
khoảng thời gian. sau đó khi các phân tử agar tham gia vào mạng lưới nhiều 
hơn. nó sẽ dần dần đạt đến trạng thái cân bằng bên hơn. Như vậy trong quá 
trình tạo gel, có sự phát triển của các vùng nhỏ thành các vùng lớm 
(maerodomain) hơn. Một điều đáng chú ý là người ta quan sát thấy các vùng 
nhỏ (microdomain) tồn tại ngay cả ở trạng thái sol rất xa điểm bắt đầu tạo 
gel. Quả trình tạo gel agar hiện nay đang được nghiên cứu sâu xa hơn và các 
bước tạo gel đã được làm sáng tỏ dần (Boral và cộng sự, 2008). 


Sau khi tạo thành gel, khối gel nước agar (agar hydrogel) tiếp tục biến đổi 
cầu trúc theo thời gian theo một hiện tượng g‹ ¡ là syneresis. tạo nên áp suất 
thẩm thấu nội trên mạng lưới gel. Ứng suất này thay đổi theo dạng xung, 
(pulsaing mode) hay còn gọi là dạng hô hấp của gel (breathing mode). 
Người tạ quan sát thấy hiện tượng trương nở gel tiếp theo là co rút được vận 
hành bởi hai thành phần là áp suất thẩm thấu và ứng suất đàn hồi. Khi cho 
khối gel tiếp xúc với nước, thoạt tiên khi áp suất thẩm thấu lớn hơn ứng suất 
đàn hồi. gel sẽ tập trung. nước vào bề mặt của nó và trương nở đên trạng. thái 
trung gian. Về câu trúc khi đó các đoạn mạch phân tử không tham gia xoăn 
đôi đang có câu hình uốn gấp khúc sẽ duỗi thẳng ra và làm cho khôi gel tăng 
thể tích và hút nước vào mạng lưới gel. Sau đó ứng suất đàn hồi trở nên lớn 
hơn áp suất thẩm thấu và làm khối gel co rút, tạo lực ép làm cho nước gần 
bề mặt khỏi gel thoát ra ngoài. Quá trình đạt cân bằng khi hai lực nói trên 
cân băng (Boral và cộng sự, 2010). 


4. Tách chiết 
Khi tách chiết agar, người ta mong muốn thu nhận càng nhiều agar trong 


rong cảng tốt và sao cho agar có được tính chất mong muốn tốt nhất. Đề làm 
được điều đó. cần phải chú ý các điểm cơ bản sau đây: 


1. Xử lí rong trước khi chiết. 

2. Kiểm soát được khối lượng phân tử trong quá trình tách chiết. 
3. Loại bỏ bã rong và các tạp chất. 

4. Thu hồi agar từ một thể tích dịch chiết lớn. 

Xứ lí rong trước khi chiết 


Để thu được agar có sức đông tốt, người ta cần phải xử lí rong trước khi 
chiết. nhất là các loài rong không phải là Gelidium. Đó là do trong các rong, 
đó. ví dụ như Gracilaria. phân tử agar có chứa nhiều gốc sulfate mà các gôc 
này sẽ làm giảm sức đông agar. Do đó khi xử lí rong băng kiềm trước khi 
nấu chiết, các gốc sulfate sẽ bị thuỷ phân và cho agar có chất lượng cao. Cụ 
thể là các gốc L-galactose-6 sulfate sẽ chuyển thành 3.6-anhydro-L- 
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galactose và làm tăng độ bền gel. Có ba nhân tô chính là nồng độ dung địch 
NaOH, nhiệt độ xử lí và thời gian xử lí. Tuỳ theo loài rong khác nhau, 
chúng ta có thể dùng phương pháp thiết kế và phân tích thí nghiệm để tìm ra 
chế độ xử lí tối ưu trong trường hợp cụ thê. Nông độ NaOH thường dùng từ 
0,25-0.5%. nhiệt độ 80-90 °C, thời gian 3- 5h. Cẩn chú ýlàơ điều kiện khắc 
nghiệt khi xử lí, sẽ bị tôn thất agar và nếu các điều kiện không được kiểm 
soát. sự tôn thất này có thể nghiêm trọng. 


Kiểm soát khối lượng phân tử trong quả trình tách chiết 


Khi tách chiết agar, người ta dựa vào đặc điểm của agar là không - tan trong 
nước lạnh và tan trong nước nóng. Nhưng nếu phân từ quá dài, việc hoà tan 
sẽ lâu. Do đó cần phải thuỷ phân một phân để có các phân từ ngăn hơn, và 
đo đó dễ tan ra trong dung dịch chiết. Nhưng nếu thuỷ phân mạnh hơn, các 
phân tử quá ngắn sẽ có khả năng hoà tan trong nước lạnh và không. thu hồi 
được. Như vậy khi tách chiết agar, cần tránh cả hai trường hợp. một là các 
phân từ agar quá lớn sẽ nằm lại trong cây rong mà không tan vào dung dịch. 
hai là các phân tử quá ngắn sẽ tan trong nước lạnh và không thu hồi được. 
Như vậy sự phân bổ khói lượng phân tử khi nấu chiết có ý nghĩa quan trọng. 
sao cho diện tích dưới đường cong phân bố ở cả hai phía, tan trong nước 
lạnh và không tan trong nước nóng phải đủ nhỏ. 
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Hình 4.5 Phân bố khối lượng phân từ agar khi tách chiết 


Tách bã rong và các tạp chất 


Khi nấu chiết, ta thu được một dịch nhớt bao gồm agar hoà tan, muối 
khoáng, sắc tô rong, cellulose, ,hemicellulose và nhiều chất khác đến từ các 
tạp chất lẫn theo rong. Do đó cần phải lọc để loại bỏ các tạp chất không tan. 





Khó khăn trong giai đoạn này là dịch chiết nóng, từ §5-100°C nhưng phải 
lọc nóng để độ nhớt nhỏ, do đó cần cẩn thận khi thao tác. 

Tách nước 

Do agar hoà tan với nồng độ nhỏ trong dịch chiết, khoảng 0,8-1,5%, cần 
phải dùng một lượng lớn nước đê nâu chiết. Chính lượng nước lớn này sẽ là 
khó khăn chính khi cần phải tách nước sau này. 

Có các phương pháp có thể đùng để tách nước, đó là bốc hơi, kết tùa, làm 
đông và ép. Phương pháp bốc hơi không kinh tế vì tiêu tốn rất nhiều năng, 
lượng để cung cấp nhiệt hoá hơi cho nước. Ví dụ dịch chiết chứa 1% agar, 
vậy để thu hồi 1 kg agar trong 100 kg dịch chiết, cần làm bay hơi 99 kg 
nước. Năng lượng cần dùng rất lớn vì nhiệt hoá hơi của nước là 539 kcal/kg. 
Phương pháp kết tủa bằng ethanol cũng rất đất tiền vì do dịch chiết quá 
loãng, lượng cthanol tiêu tốn sẽ lớn và năng lượng sau đó dùng thu hồi 
ethanol cũng rất lớn. 


Phương pháp làm đông có tính kinh tế tết hơn và thực sự đã được áp dụng 
qua nhiều thế kì. Theo phương pháp này năng lượng. cấp đông nhỏ hơn 
nhiều so với hai hương pháp trên. Gel agar được làm đông, chậm đẻ các tỉnh 
thể nước đá được tạo thành và tách ra khỏi các phân từ agar. Khi đó agar tạo 
thành các phiến mỏng. Nếu làm đông nhanh sẽ tạo thành các khối bọt xốp 
và agar không tỉnh khiết như khi làm đông chậm vì các tạp chất không di 
chuyên hết từ gel ra khu vực nước. 

Phương pháp ép (Syneresis) 

Đây là phương pháp hiện đại dùng để tách nước. Mặc dù tiêu tốn năng 
lượng rất ít so với các phương pháp trên nhưng cần thiết bị hiện đại. Nguyên 
lí của phương pháp là ép cho gel co lại và làm cho nước thoát ra khỏi mạng, 
lưới gel. Cần phải ép với tốc độ chậm đề nước thoát ra khỏi gel (syneresis) 
mà không làm vỡ khôi gel và làm gel bị thoát ra khỏi thiết bị. Do đó lực ép 
cần được kiểm soát rất cân thận. 

Theo phương pháp này, các khối gel được bọc vào vải bố, đặt trong các hộp 
kim loại chồng lên nhau và khớp với đầu ép thuỷ lực. Quá trình ép tiên hành 
rất chậm và cân thận. Hiện nay có một số nhà máy thiết kế các máy ép tự 
động cho phép ép nhanh hơn và hiệu quả hơn. 

Sau khi ép tách nước. agar được sấy khô, nghiền và đóng gồi. 

Chất lượng agar yêu cầu là độ âm dưới 18%, độ tro dưới 5%, sức đông 
750 g/cm”, vi sinh tổng số dưới 101g, E.coli và Salmonella không có, Pb 
nhỏ hơn 5ppm, As nhỏ hơn 3 ppm. 
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Hình 4.6 Sơ đồ sản xuất agar (Armisen và Galatas, 1997) 
5, Ứng dụng 


Agar là loại keo rong biên được dùng làm thực phẩm sớm nhất. Các ứng 
dụng của agar dựa trên các tính chất của nó đã được mô tả ở trên. Agar được 
cơ quan Quản lí thực phẩm và dược phẩm Hoa Kì, FDA xếp vào loại thực 
phẩm an toàn (GRAS, Generalli Recognised as Safe) và được FAO/WHO. 
Codex Alimentarius cho phép dùng trong công nghiệp thực phẩm. 
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Trong công nghiệp thực phẩm. agar dùng làm tác nhân tạo gel. chất ồn định 
và tạo độ nhớt. Nó được dùng như chất phụ gia chứ không phải chất dinh 
dường. Agar thường dùng với lượng rất nhỏ trong thực phẩm, khoảng 1%. 
agar khó tiêu hoá, chỉ khoảng 10%, và lượng calori có thê bỏ qua. Do đó 
agar dùng làm thực phẩm ăn kiêng rất phù hợp. 


Agar thường dùng trong các loại thực phẩm như jelly, kẹo. nhân kẹo. tạo độ 
quánh cho mứt dẻo, kẹo chocolate. Agar còn dùng. trong chế biến thịt, trộn 
vào xúc xích để giảm chất béo. Agar dùng trong đồ hộp đề tạo độ nhớt. 
Trong ngành được, agar dùng làm thuốc nhuận tràng. Ở một số nước 
phương tây, agar dùng trị bệnh khớp vi điều trị lâu dài có sự cải thiện đáng 
kế sức khỏe của bệnh nhân. Agar còn được dùng để ôn định cholesterol. 
Agar được đùng nuôi cấy tế bào thực vật và vi sinh vật từ lâu. Đây là một 
trong những ứng dụng quan trọng của agar. Từ các mô phân sinh, người ta 
tạo ra các clone của các loại cây không bị nhiễm virus, Agar dùng trong, các 
Kĩ thuật đặc biệt của nông nghiệp được chuẩn bị cân thận để không chứa các 
chất gây ức chế sự phát triển tế bào. Ứng dụng này của agar ngày càng tăng 
vì kĩ thuật nuôi cấy mô tế bào thực vật ngày cảng được áp dụng rộng rãi. 


Agarose được áp dụng trong các kĩ thuật phân li protein trong công nghệ 
sinh học. phân tách các acid nueleotid. DNA trong kĩ thuật điện di. trong kĩ 
thuật sắc kí và nuôi cấy ví sinh vật. 


Để nghiên cứu sâu xa về cơ chế của các tương tác protein-polysaccharide, 
một hiện tượng rất có ý nghĩa trong sinh học như phiên mã protein, tương, 
tác kháng nguyên-kháng thể, người ta hay dùng agar như là một phân tử đa 
điện li mang nhiều điện tích âm để tạo thành một coacervate với một protein 
khác như gelatin. Một ứng dụng khác nữa của agar là tạo thành các gel hữu 
cơ (organogel) có nhiều ứng dụng trong công nghệ sinh học và y dược. Do 
đó trong những năm gần đây, các nghiên cứu cơ bản về các tương tác của 
agar với các poÌymer sinh học khác được nghiên cứu sâu xa hơn, đặc biệt là 
các tương tác tại các bề mặt phân pha (Boral, 2010, 2012; Spandagos. 
2012). 
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CHƯƠNG 5 
ALGINAT 


1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 
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Alginat là một polysaccharide được phát hiện lần đầu tiên do một nhà hoá 
học người Anh là E,C.C. Stanford vào năm 1881. Có mặt trong thành phần 
cầu trúc của rong nâu và trong các nang polysaccharide của vi khuẩn, 
alginat có phân bồ rộng trong tự nhiên. Trong rong nâu, alginat có thẻ chiếm 
đến 40% khôi lượng rong khô. Nó có chức năng tạo độ chắc và độ mềm mại 
cho cây rong. Các ứng dụng chủ yếu của alginat dựa trên tính chất tạo gel. 
tạo độ nhớt cho dung dịch, tạo ôn định và khả năng giữ nước. Sản lượng 
hãng năm của alginat khoảng 30 000 tấn. 





Nguồn lợi rong nâu để sản xuất alginat là các giống Ascophyllum, 
Durvillaea, Ecklonia, Lessonia, Laminaria. Macrocystis. Sargassum và 





Turbinaria. Trong đỏ các giống quan trọng là Macrocystis, Laminaria và 
Ascophyllum. 
Macroeystis phân bố ven biển phía tây của Bắc Mĩ. từ miễn trung California 





đến ven biên Baja Califomia. Mỗi năm nước Mĩ thu hoạch khoảng 150000 
tân và Mexieo thu hoạch khoảng 30 000 tấn. 


Các loài thuộc giống Laminaria có phân bổ rộng tử Scotland, Na Uy, Pháp. 
Trung Quốc, Nhật Bản cho đến Hàn Quốc. Ở các nước Trung Quốc, Nhật 
Bản và Hàn Quốc. rong này dùng đề làm thực phẩm. do đó chí những loại 
rong nào kém phâm chất mới dùng sản xuất alginat. Ở Trung Quốc việc 
trồng rong biên Laminaria japonica rất thành công. Hai loải rong khác là 
Laminaria hyperorea và Laminaria đdigitata mọc nhiều ở Pháp. Na Uy, 
Seotland vả được khai thác để sản xuất alginat. 








Loài Aseophyllum mọc ớ Scotland và Ireland và được khai thác hơn một thế 
kỉ nay. 





Sargassum và Turbinaria được khai thác ở Ấn Độ. Philippines và Việt Nam. 
Các loài rong này cho alginat có độ nhớt thấp và mảu tối nên được dùng làm 
nguồn nguyên liệu thay thế khi thiêu hụt các loài rong trên. Tuy vậy alginat 
từ các rong này có tỉ lệ M/G thấp và do đó khả năng tạo gel rất tốt. 





Aacroeystit pyrifera 





Laminarla Japoniea 





Ñong mơ Sargassum 


Hình 5.1 Một số loài rong dùng sản xuất alginat 


TT 


2. Cấu trúc hoá học 
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Alginat là họ của các co-polymer không phân nhánh được tạo bởi các liên 
kết (14) của acid d-L-gulopyranuronic (gốc G) và acid ÿ-| D- 
TmaHopyranturowlie (gốc M). Hai acid này có cấu hình dạng ghế trong đó gốc 
M có câu hình Tế) và gôc G có cấu hình 'Cụ, Tỉ lệ của hai loại acid Tây, 
trỉnh tự và sự phân bỗ của chúng thay đổi rất rộng tuỳ theo. nguồn gốc của 
alginat. 





Alginat thuộc loại co-polymer block, nghĩa lả câu trúc của nó 
khác nhau. Có ba khối là khói MMMM-, khối ~GGGG- và khối -MGMG-, 

Độ đài trung bình của các khối. trình tự của chúng, trong mạch phân từ thay 
đôi tuỳ theo nguồn gốc alginat. Do cấu trúc của các gốc G và M khác nhau 
nên hình dạng của các khôi cũng khác nhau. Khôi MMMM có cấu tạo Ít gập 
khúc và tạo nên sự mềm mại của mạch phân tử, khối GGGG gập khúc mạnh 
hơn và có độ bền chặt hơn. Các tính chất đó quyết định độ bền gel sau nảy 
của phân tử alginat. Do hai gốc G ở gần nhau hơn, liên kết giữa chúng mạnh 
hơn là giữa hai gốc M: Do đó liên kết GG bền hơn GM và cuối cùng là MM. 


Khi đặc trưng cấu trúc phân tử alginat, người ta dùng các đại lượng tỉ lệ 
mole M/G, tần suất xuất hiện các khúc đôi (diad) MM, MG, GM, GG, các 
khúc ba (triad) MMM, MMG, MGM. GMM. QGG. GGM, GMG, MGG. 
Các đại lượng đó được đo trên phổ carbon 'ÄC và 'H. Từ đó người ta tính 
được chiều dài trung bình của các khối. 





C00: 





Mannuronic 'Guluronic 


Công thức cấu tạo của hai gốc mannuronic (M) và guluronic (G) 
trong phân tử alginat 


€ blacE MMloek AM bleck 


-fGGGŒ/MGMA[GGMMG]NGAMWWMGGfGMGNE.. 





Hình 5.2 Công thức cấu tạo của mannuronic và guluronic, và cấu tạo một đoạn 
mạch phân tử alginat với các khối MMMM, GGGG, MGMG 


Bảng 5.1 Thành phần các gốc uronat trong phân tử alginate từ một số loài rong 
khác nhau (Smidsrod và Draget 1996) 


























Nguồn rong Fo Fụ F6 Fwm 
Ecklonia maxina 045 6,55 022 0432 
kaminaria japoniea 0435 0,65 0.18 0.48 
Laminaria digitata 041 0.59 025 043 0,16 
Laminaria hyperborea. lá 055 | 045 | 038 | 028 | 047 
Laminaria hyperborea, 0,68 0.32 0.56 0.20 0,12 
cọng 1 





laminaria hyperborea, vò 0.75 025 0.66 0.16 0.09 
ngoài 























Äqcrocwis pyriera 039 6.61 0.16 Ẳ 0.38 0.23 





Đề nghiên cứu cấu trúc alginat người ta dùng phương pháp cộng hưởng từ 
hạt nhân. Mặc dù phương pháp hoá học đã xác lập được tỉ số mole M/G 
nhưng không cho phép đi sâu hơn về cầu trúc. Phương pháp NMR áp dụng 
cho alginat được Penman nghiên cứu lân đâu tiên (Penman, 1972) và sau đó 
được Grasdalen hoàn thiện (Grasdalen, 1977, 1978. 1979.1981, 1983). Việc 
thu phổ toàn phần của alginat khá khó khăn vì alginat tạo dung dịch có độ 
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nhới cao trong nước. Do đó phải thuỷ phân để giảm độ polymer hoá DP làm 
cho các phân tử linh động hơn. Mặt khác sự có mặt của các ion kim loại 
trong dung dịch cũng làm cho các phân tử tạo liên kết và kém linh động. cần 
cho tác nhân EDTA để bất giữ các ion đó, „ đồng thời phải tăng nhiệt độ lên. 
Do hàm lượng carbon 3C trong, tự nhiên rất ít, chỉ khoảng 1.1083. cần phải 
dùng số lần scan từ 20 000 đến 40 000 mới thu được phổ tốt. 


Trên phỏ toàn phần của alginat, carbon anome sẽ bị tách mũi do ảnh hưởng 
của các gốc lân cận. Tuỳ theo độ phân giải của thiết bị NMR, nó có thể tách 
thành 4 mũi thể hiện tần suất xuât hiện của 4 điad là Fww, Fow, EMo, Fq6 
hay tách thành 8 mũi, thê hiện 8 triad Fwww. FMMG. FMoM. FGMM. FG6G; 
FdgMs FoMG, FMGG- 


Bảng 5.2 Độ dịch chuyển hoá học của alginat trên phổ '°C từ các nguồn alginat 
khác nhau (Nghĩa, 1996). 





Vị trí polymannuronat polyguluronat 
cacbon 






































C6 1771 1779 | 1779 171,6 | 178 | 178 





A: Grasdalen (1977) 
B: Alginat của công ty Aldrich 
C: Alginat từ S.meciurei (Nghĩa, 1996) 
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Hình 5.3 Phỏ '°C NMR của alginat tách chiết từ rong mơ S.kjelltnanianum. 
(Nghĩa, 1999) 


HU Đ THỊ 


lá 


TC TNGG U acc Ê Ẩ LG TRE DI 
*%C của alginat của carbon C1 và C8, máy NMR Bruker 400 MHz 
(Nghĩa, 1999) 








Hình 5.4 Phô NMR 
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Mặc dù phổ ' *C cho thông tin trực tiếp về cầu trúc alginat. việc thu phố của 
nó gặp nhiều khó khăn. Đề thuận lợi hơn, người ta dùng phô proton 'H.Ở 
đây cũng cân tăng nhiệt độ chạy phô nhưng khác với phê Ì 3C, đối với phô 
proton, nhiệt độ tăng làm dịch chuyển mũi HOD về phía trường cao đề làm 
lộ ra 3 mũi cần thiết dùng định lượng câu trúc alginat. Ba mũi đó được kí 
hiệu A, B và C với độ dịch chuyên hoá học tương ứng là 5.05 ppm, 4,7 ppm 
và 4,45 ppm. Mũi A tương ứng với cộng hưởng H-l của gốc G, mũi B 
tương ứng H-] của M và H-5 của GM. mũi C tương ứng H-5 của GG. Gọi 
điện tích của 3 mũi đó là lạ, ly và I., ta có các công thức sau (Grasdalen, 
1983) 








Fo=lự ( Iytl) 





Fo@= lự (lạ + lc) (5.1) 
Foo+Fow=F@ 

Fwu+Fwo=F 

FMoZFo 


AHALBDUT .  NHGB.3SNG VU mm 


L 111111 
"tụ: Eế 





b3 E5 D3 „ D1 


Hình 5.5 Phỏ proton của alginat từ rong mơ Sargassum, (Nghĩa, 1999) 


Bảng 5.3 Thành phần mol M/G và các tần suất diad của alginat chiết từ rong mơ 
Sargassum. Máy NMR Bruker 200 MHz (Nghĩa, 1996). 





























Nguồn gốc alginat | Fw | Fo | Fwo | Foe | Fwm | M/G | Ñw | Ño 
Fe 

S mecluei 0.54 [046 |01 |036 |044 ll2 |54 |46 

-Lá tong 067 | 0433 |007 |026 |060 |2.00 |9.57 |3.71 

-Thân rong 052 |048 |010 |038 |042 |t08 |š2 |3⁄8 

Ñpolycystum 051 |0.49 |008 |041 |043 | 194 1637 | 6.12 

5 Äjellimaniunum -]056 044 [0.1 |033 |045 E THẬN: 














Để tính chiều dài trung bình của các khối polyM và polyG, người ta dùng 
công thức sau: 


Nw = Re Báo 
Ñ =Rị / m (5.2) 


3, Tính chất 


8) Độ nhót 

Do phân tử alginat có nhiều gốc OH. khi tan vào nước, các liên kết hydro sẽ 
làm cho dung dịch có độ nhớt. Phân tử alginat càng dài. liên kết càng nhiều 
và do đó độ nhớt càng lớn với cùng nồng độ. Dung dịch alginat là một dung 
dịch phi Newton. có nghĩa là độ nhớt của dung dịch thay đổi theo tốc độ 
trượt. Khi nhiệt độ tăng, độ nhớt sẽ giảm. 

Một trong những tính chất quan trọng của alginat làm nên nhiều ứng dụng 
của nó là tạo dung dịch nước có độ nhớt cao đủ chỉ với một hàm lượng nhỏ. 
Khi hoà tan alginat natri vào nước, ta thu được một chất lòng phi Newton. 
Các nghiên cứu cho thấy dung dịch alginat trong nước thuộc loại chất lỏng 
pseudoplastic, tức là khi tăng tốc độ trượt thì độ nhớt giảm đi. Điều này cho 
thấy các phân tử alginat có sự định hướng theo chiều dòng chảy và giảm lực 
ma sát giữa chúng và chất lỏng. Mặt khác, khi tác động ứng, suất không đổi 
theo thời gian, độ nhớt dung dịch alginat giảm xuống. Điều này có nghĩa là 
dung dịch alginat có tính chất thixotropy. Các tính chất này được nghiên 
cứu trên nhớt kế rotor. Độ nhớt dung dịch alginat chịu ảnh hưởng bởi các 
nhân tố chính là khối lượng phân tử, nông độ alginat trong dung dịch, nhiệt 
độ. độ pH và sự có mặt của các cation trong dung địch. 
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b) Khỗi lượng phân tử 

Alginat là một polymer đa phân tán với chỉ số phân tán Tư nằm trong 
khoảng 1.4 đến 1.6. chí số này có liên quan đến loài rong và phương pháp 
tách chiêt. 

Khối lượng phân tử cảng cao, độ nhớt dung dịch alginat càng lớn. Các nhà 
sản xuất có thẻ không chế khối lượng phân tử qua các điều kiện tách chiết 
như nhiệt độ và thời gian chiết để có độ nhớt nằm trong đải từ 10 — 1000 
mPa.s (dung dịch 1%) tương ứng với DP tử 100 đến 1000 đơn vị. Dung dịch 
alginat có độ nhớt 200 - 400 mPa.s là loại trung bình có ứng dụng rộng. rãi 
nhât. 

©) Nẵng độ 


Mc Dowell (1960, 1977) đưa ra phương trình kinh nghiệm về quan hệ giữa 
độ nhớt dung dịch alginat rị và nông độ C như sau: 

logyn=a(C—b)*Š (5.3) 
Trong đỏ a là hằng số liên quan đến DP của alginat. b liên quan đến loại 
alginat. 
4) Nhiệt độ 
Khi nhiệt độ tăng, độ nhớt dung dịch giảm với tốc độ 2.5% trên một độ 
Celsius. Khi làm lạnh trớ lại . độ nhớt quay lại gần bằng giá trị ban đầu. Nếu 


duy trì nhiệt độ cao trên 50% e trong thời gian đủ lâu. sự thuỷ phân sẽ xảy ra 
và làm giảm độ nhớt vĩnh viễn. 





Dung dịch alginat có thẻ được làm đông và tan giá nhiều lần mà không làm 
thay đôi độ nhớt. Nhưng nếu có mặt của ion canxi trên 0.5%. độ nhớt sẽ 
tăng và có thể tạo gel. Khi đó các thay đổi đo làm đông và tan giá sẽ không 
thuận nghịch. 


e) Độ pH 


Độ nhớt của dung dịch alginat không bị ảnh hưởng khi pH biến thiên từ 
3-11, Khi pH dưới 5, các ion ~COO' trong mạch phân tử sẽ bị proton hoá 
nghĩa là liên kết với hydro thành -COOH làm cho lực đây tĩnh điện giữa các 
mạch phân tử bị giảm. Các phân tử sẽ tiến lại gần nhau và tạo liên kết 
hydro. từ đó làm tăng độ nhớt của dung dịch. Khi pH giảm nhiều hơn nữa. 
các phân tử sẽ liên kết tạo thành gel với pH trong khoảng 3-4. Nếu ,1rong 
dung dịch có mặt ion canxi, sự tạo gel có thể xảy ra ở pH bằng 5. Nếu pH 
giảm nhanh từ 6 xuống 2, sự kết tủa gel của acid alginic hình thành. Khi pH 


lớn hơn 11. hiện tượng depolymer hoá sẽ xảy ra chậm chạp và làm giảm độ 
nhớt. 


9) lon canxi 

Sự có mặt của ion canxi với nồng độ thấp sẽ làm tăng độ nhớt dung dịch 
alginat đáng kẻ do sự tạo thành gel. Điều này cho phép tăng độ nhớt dung 
dịch mà không cần tăng khối lượng phân tử alginat hay tăng nồng độ 
alginat. Tuy nhiên nhược điêm của phương pháp này là khi khuấy trộn, gel 
sẽ bị phá huỷ và do đó giảm độ nhớt đi nhiều hơn là dung địch alginat 
không có canxi. 

ø) Khã năng tạo gel 

Do cấu trúc phân tử bao gồm các block khác nhau nên khi cho vào dung 
dịch có chứa các ion hoá trị hai. alginat sẽ tạo liên kết giữa các chuỗi phân 
tử do các cầu nối là các ion. Để giải thích điều này, có hai vấn để cản làm 
rõ. Thứ nhất mạng lưới gel được tạo thành khi có vùng nối và vùng ngắt 
giữa các phân tử. Thứ hai là các ion tạo được liên kết ngang giữa các phân 
tử. Phân tử alginat thoả hai điều này. Các khối GGGG tạo các hốc vừa với 
nhiều ion hoá trị hai như Ca”, Ba”, Sr””, ...và khi đó hai chuỗi chồng lên 
nhau như vì trứng với các quả trứng là các ion. Các vùng chứa khối 
MMMM và GMGM không tham trực tiếp liên kết với các ion sẽ tạo ra các 
vùng ngắt. Do đó mạng lưới gel vừa có độ bền chắc, vừa có độ mềm đèo. 
Trong các ion thì ion Ca”" có kích thước vừa với hốc tạo bởi 4 gốc G từ hai 
chuỗi phân tử alginat khác nhau. Mô hình đó gọi là mô hình vỉ trứng. (Ege- 
box). Các liên kết từ các nguyên tử oxy có độ âm điện cao với ion Ca” 
được mô tả trên hình vẽ. 


©-------~s=e=e 





Hình 8.6 Liên kết hoá học giữa lon canxi với các gốc guluronic 


§5 


86 


MG- or X-Dlock 





Hình 5.7 Sự tạo gel alginat canxi theo mô hình vì trứng 


Các gel của alginat với các ion hoá trị hai như Ca?”, Si" hay BaŸ” được tạo 
ra ở nhiệt độ phòng và không bị cháy khi đun nóng đến 100C, trong đó gel 
với Ba?" và St?” mạnh hơn gel CaŸ°. Tính chất này có nhiều ứng dụng trong 
công nghiệp. Đặc biệt là gel alginat canxi có rất nhiều ứng dụng vì muôi rẻ 
tiên, sẵn có và không độc. Các cation hoá trị một và Mẹ”” không tạo gel. 
Các ion Pb'", Cu”, Cd”, Co?', Ni”, Zn?" và Mn”ˆ cũng tạo gel nhưng ít 
dùng vì độc tính của các ion đó. 


Khi tạo gel người ta thường đỗ dung dịch alginat vào dung, dịch chứa ion 
canxi. Trong các ứng dụng, thường gel tạo thành có dạng sợi hoặc hình cầu. 
Để hiểu rõ quá trình tạo gel, ta xét quá trình tạo hạt gel hình cầu có rất nhiều 
ứng dụng. 


Khi một giọt dung dịch alginat natri bua vào dung dịch chứa ion Ca?", quá 
trình tạo gel lập tức xảy ra. Các ion Ca?” đi vào bề mặt ranh giới của giọt 
dung dịch alginat và hình thành các lớp gel đầu tiên ở bề mặt. Theo mô hình 
vỉ trứng, các phân từ Alginat bên trong giọt dung dịch sẽ di chuyển ra bề mặt 
là nơi có nồng độ ion Ca”” nhiều và chồng chất lên nhau theo mô hình vì 
trứng. Do đó lớp gel ở bề mặt hạt gel sẽ có bề dày và độ chắc hơn lớp bên 
trong. Khi đó ở vùng trung tâm của hạt gel sẽ có nồng độ lginat rất thấp và 
chứa đầy nước. Hạt gel tạo thành một lớp vỏ dày bên ngoài. Gel như thê gọi 
là gel dị thể. Khi cắt nhanh hạt gel, ta sẽ thấy nó rỗng và chứa nước ở trung 
tâm. Trong quá trình tạo gel, hạt gel bị co rút và nước thoát ra ngoài, do đó 


khối lượng của nó bị giảm. Alginat từ các loài rong khác nhau sẽ có độ co 
rút khác nhau khi tạo gel do hàm lượng guluronic khác nhau. 





lanum Y * 0.48820 - 0.8082 * log(x) r2 = 0.06030 
y * 0.58484 - 0.16924 * log(x) r'Ê x 0.7684 
y = 0.68887 - 0.1008 * log(x) r2 = 0.67682 
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Hình 8.8 Sự co rút hạt gel trong quá trình tạo gol của alginat từ các loài rong khác 
nhau với Faa của 3 loại alginat từ các rong 8.potycystum, S.mmeclurel, 
S.kjellimanianum lần lượt là 0,41; 0,3; 0,33. (Nghĩa, 1997) 
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Hình 8.9. Quá trình hình thành hạt gel alginat 
Để tạo gel đồng thể người ta dùng một loại muối chứa canxi có độ hoà tan 
thấp đề giải phóng ion canxi chậm như citrat canxi, Như vậy quá trình tạo 
gel diễn ra chậm, ở mọi nơi và tạo gel đông thê. Một cách khác để tạo gel 
đồng thể tốt hơn là dùng một muỗi canxi không tan trong môi trường trung 
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tính nhưng tan trong pH thấp là dicalcium phosphate đê cho vào dung dịch 
alginat naưi. Sau đó thêm vào một acid có độ hoà tan thấp như acid apidic. 
Acid này làm cho pH giảm chậm. đo đó giái phóng ion canxi từ từ. Gel 
được tạo thành tại nhiều nơi một lúc nên tạo ra gel đông thê. Thời gian tạo 
gel có thể được điều khiên do tốc độ giải phóng ion canxi. Chú ý rằng mặt 
đủ hạt gel được định hình rất nhanh nhưng sự tạo gel bên trong xảy ra khá 
chậm do có sự sắp xếp của các phân tử. 

Việc tạo gel đồng thể hết sức quan trọng khí nghiên cứu tính chất lưu biến 
của gel alginat. Để nghiên cứu quan hệ ứng suất và biển dạng của gel 
alginat. cần tạo gel đồng thê. 


Tương tự như vậy khi tạo sợi alginat. ta sẽ được một sợi rỗng có thành dày 
từ gel alginat. 

Độ bền cúa gel alginat canxi phụ thuộc vào nồng độ alginat, loại alginat 
(chiết từ rong nào), DP. nồng độ ion canxi. Trong các nhân tô kể trên. loại 
alginat có vai trò quan trọng. nhất. Như đã phân tích ở trên, khả năng tạo gel 
của alginat là do các khổ polyguluronic-GGGG—. Như vậy loại alpinat nào 
có nhiều khôi polyG và chiều dài trung bình của nó lớn sẽ tạo thành nhiêu 
vùng nối và do đó làm cho mạng lưới gel chắc hơn. Ngược lại. nếu chứa 
nhiều khối -MMMM- thì gel sẽ mềm mại hơn. Chiều dài của đoạn 
~MGMG- thường ngắn và không tham gia trực tiếp. Cần chú rằng không 
phải tất cả các ion hoá trị hai đều tạo gel với alginat. Vấn đề này phụ thuộc 
vào kích thước tương đối của ion và khoang tạo thành giữa các gốc G. Điều 
này giải thích vì sao magnesium không tạo pel. 


Cần chú ý rằng mô hình vỉ trứng tạo gel trong không gian ba chiều và do đó 
sự sắp xếp các mạch phân tử sẽ khá phức tạp. 


Các hạt gel có đường kính lớn hơn mm gọi là hạt gel lớn có thẻ tạo thành 
như trên khi cho alginat đi qua kim tiêm hay pipet. Trong nhiều trường hợp 
người ta cần tạo ra các hạt gel nhỏ (microbead) có đường kính nhỏ hơn 
0,2 mm. Có ba cách để tạo hạt gel nhỏ là phun sương (dùng các atomizer 
trong máy sấy phun), tạo nhũ tương hoặc tạo giọt kết tụ (coacervation). 


Gel acid 


So với gel từ các cation, gel acid còn ít được nghiên cứu, có lẽ vì ứng dụng 
còn hạn chế. Do phân tử alginat có chứa nhiều nhóm carboxyl, khi pH thấp, 
từ 3-4, các nhóm này (~COO' ) sẽ bị proton hoá thành các nhóm ~COOH. 
Kết quả là lực đây nh điện giữa chúng giảm đi, các phân tứ sẽ tiến gân 
nhau hơn và tạo nên nhiều các liên kết hydro do chúng chứa nhiều nhóm 
OH. Gel acid có độ bên bằng một nửa gel canxi, không bền nhiệt và mềm 
dân đi ngay cá nhiệt độ phòng vì ở pH thấp, acid alginic bị depolymer hoá. 





An toàn thực phẩm 


Acid alginic, propylen glycol ester alginat, alginat amonium, alginat canxi, 
alginat kali và alginat natri được công nhận là thực phẩm an toàn (GRAS 
status) và các tính chât được cho trong Food Chemical Codex. Uỷ ban Phụ 
gia thực phẩm (Expert Committee of Food Additives of the Food). Tổ chức 
Nông nghiệp của Liên Hiệp quốc (Agriculture Orgnization of UN) và Tổ 
chức Y tế thế giới (World Health Orgnization) khuyến cáo các lượng ăn 
hằng ngày chấp nhận (Acceptable Daily Intake) đối với các loại muỗi của 
acid alginic là 50 mg/kg thê trọng.ngày, đối với propylene glycol alginat là 
25 mg/kg thê trọng.ngày. 


4. Tách chiết 


Alginat được tách chiết từ rong biển như các loài Laminaria, Macrocystis, 
Sargassum theo một trong hai quy trình chính là quy trình acid và quy trình 
canxi. Các quy trình này đều có nguyên tắc chung là chuyên alginat trong 
Trong từ dạng không tan sang đạng tan trong dung dịch. Lọc sạch bã 
rong, tây trắng, sau đó chuyển alginat sang dạng không tan để lấy ra khỏi 
dung dịch. Các bước tiếp theo bao ồm ép tách nước, chuyển sang dạng hoà 
tan, sấy khô, nghiền và đóng gói. 

Các quá trình đó đều là các phản ứng trao đổi ion giữa alginat và các ion. 
Sau đây các quy trình được mô tả tỉ mi. 





Quy trình alginat canxi 
Công đoạn Ì : Cắt nhỏ rong nguyên liệu 
Nguyên liệu là rong tươi, khô hoặc bảo quản trong các xi-]ô. Loại rong được 
bảo quản trong các xi-lô đã được cất nhỏ, xử lí bằng formol loãng và bảo 
quản trong các bồn chứa lạnh nhiều tháng. Rong khô được ngâm nước đê nở 
ra. Việc cắt nho rong có mục. đích làm cho việc xử lí hoá chất sau đó dễ 
đàng hơn vì các hoá chất sẽ dễ thấm vào rong. Mặt khác việc cắt nhỏ rong, 
làm cho việc vận chuyển bằng thuỷ lực dễ dàng hơn trong nhà máy. 
Công đoạn 2: Xử lí acid 
Trong rong nâu, alginat thường tổn tại chủ yếu ở dạng muối canxi. ngoài ra 
còn ở dạng muối mayne và muối kali. Người ta sẽ chuyển alginat (Alg) từ 
các dạng muối nói trên sang dạng acid (HAIg) rồi chuyển tiếp sang dạng 
muối natri hoà tan. Phương trình phản ứng như sau: 

Ca(Alg); + 2H+ — 2HAIg + Ca” 

HAIg +Na” —> NaAlg + Hh 
Việc chuyên hai bước có vẻ như hơi dài dòng nhưng lại cho hiệu suất tốt 
hơn là chuyển thẳng từ dạng canxi sang. dạng muối natri. Mặt khác khi ngâm 
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acid, các hợp chất phenol hoà tan trong acid sẽ được loại bỏ, hân lớn. Các 
hợp chất phenol sẽ làm cho sản phẩm. sau này có mảu nâu tối và làm giảm 
độ nhớt của alginat trong quá trình chiết, 


Trong thực tế, người ta thường dùng acid sulfuric 0,IM hoặc acid HC] để 
ngâm rong trong 30 phút có khuáy đảo. Sau đó dùng máy lọc trống quay để 
thu hôi rong. 


Công đoạn 3: Xử lí formol 


Thực tế cho thấy công đoạn xử lí acid không loại bỏ hoàn toàn các hợp chất 
phenol và làm cho sản phẩm có màu nâu. đặc biệt là đối với các loài rong 
nhiệt đới như Sargassum, do đó cần có công đoạn ngâm formol. Phản ứng 
giữa formol và các hợp chất phenol tạo thành các hợp chất không tan và 
nằm lại trong cây rong khi tách chiết. 


Người ta thường dùng formol nồng độ 0,1-0.4% ở nhiệt độ phòng đề xử li. 
Nông độ và thời gian ngâm phụ thuộc loại rong và hàm lượng hợp chất 
phenol chứa trong rong. Đối với các loài rong Laminaria không cần ngâm 
lâu nhưng rong Sargassum thì cần thời gian và nồng độ formol lớn hơn. Cần 
chú ý rằng formol là chất độc, do đó hiện nay, người ta dần dẫn loại bỏ công 
đoạn này trong các sản phẩm alginat dùng trong thực phẩm. 


Công đoạn 4: Chiết bằng kiỀm 


Như đã nói trên, mục đích của công đoạn này là chuyển alginat từ dạng acid 
sang dạng muối natri hoà tan vào dung dịch để tách nó ra khỏi rong. Ngoài 
mục đích chính là tách chiết với hiệu suất cao, công đoạn này còn được 
dùng để kiểm soát độ nhớt của sản phẩm như mong muốn. Nhiệt độ cao và 
thời gian kéo dài sẽ bẻ gãy mạch của acid alginic và làm giảm độ nhớt. Để 
thu được alginat có độ nhớt cao, người ta có thẻ chiết ở nhiệt độ phòng với 
thời gian kéo dài. Khi cần đạt được các mục tiêu về hiệu suất, khối lượng 
phân tử như mong muốn, cần thiết kế thí nghiệm tối ưu và tiến hành sản 
xuất thử với mỗi loại rong khác nhau, 


Quá trình nấu chiết được thực hiện trong nồi nấu với hàm lượng carbonat 
natri (soda) khoảng 1,5% ở nhiệt độ từ 50-95°C trong 1-2 giờ. Dịch chiết 
trong quá trình nâu sẽ có độ nhớt tăng lên do:alginat tan ra ngày càng nhiều. 


Công đoạn 5: Tách bã rong 


Sau khi nấu, ta sẽ thu được dịch chiết có đạng lỏng quánh và chứa các bã 
rong nhỏ, mịn và nhớt. Các bã rong này sẽ mau chóng làm tắc vải lọc. Do 
đó để tách bã rong người ta dùng quá trình kết bông và tuyển nôi. Để các 
đám bông dễ nôi lên, cần giảm độ nhớt dung dịch. Vì vậy, dịch chiết được 
pha loãng băng nước để giảm độ nhớt xuông đưới 100 cps. Sau đó người ta 
thêm các chất tạo kết bông, sục khí và để yên trong vài giờ. Vì bã rong bản 


chất là cellulose mang điện tích âm. các chất tạo kết bông được dùng là các 
chất có điện tích dương. thường dùng polyacrylamide. Các bọt khí sẽ bám 
vào các khối bông tạo thành và làm cho nó nỗi lên bẻ mặt dịch chiết. Lớp 
bông nổi lên đó sẽ được gạt ra khỏi bình và thu hồi còn dịch trong được thải 
ra từ phía dưới. Phương pháp nảy rất kinh tế và dễ thực hiện so với lọc bằng 
chất trợ lọc. Nếu cần độ trong tốt hơn nữa, người ta sẽ lọc lại lần thứ hai. 


Người ta còn dùng máy li tâm đề tách bã nhưng sản phẩm không tốt bằng và 
máy li tâm tiêu thụ nhiều năng lượng do phải xử lí một lượng dịch có thể 
tích lớn sau khi pha loãng. 


Công đoạn 6: Kết tủa alginat canxi 


Để tách alginat ra khỏi dung dịch, cần phải chuyển nó sang dạng không tan. 
Theo quy trình canxi, người ta chuyên alginat natri trong dung dịch sang 
dạng alginat canxi. Quá trình này được tiến hành bằng cách đổ cẩn thận 
dung dịch alginat natri vào dung dịch clorua canxi CaC]: 10%. Các sợi 
alpinat canxi được tạo thành, thu hồi bằng lưới lọc và rửa sạch bằng nước. 
Chú ý không được đô ngược lại. sẽ tạo thành một khối gel và khó tách nước. 


Công đoạn 7: Tẩy trắng 


Tuỳ theo loại rong và yêu cầu của sản phẩm cuối cùng, alginat cần được tẩy 
trắng. Thường dùng dung dịch hypochlorite sodium (nước javel) nồng độ 
12% thêm vào alginat canxi nằm trong nước. Lượng dung dịch javel và thời 
gian ngâm tuỳ trường hợp cụ thể. Sau đó alginat canxi được tách ra bằng 
lưới lọc. 

Công đoạn 8: Chuyển alginat canxi sang dạng acid alginic 

Mục đích của công đoạn này là chuyển alginat canxi sang dạng acid để dễ 
tách nước. Người ta tiền hành bằng cách khuấy các sợi alginat canxi trong 
dung dịch acid HCI loãng có pH = 2. Công đoạn này thường được tiền hành 
theo ba bước để phản ứng được triệt đê. 


Công đoạn 9: Loại nước khỏi acid alginic 


Công đoạn này được tiền hành trong máy ép vít cho đến khi độ khô của sản 
phẩm là 25%. Việc ép ở dạng sợi này dễ hơn là acid alginic ở thể gel trong. 
quy trình acid alginic. 

Công đoạn 10: Chuyễn acid alginic sang dạng alginat natri 

Acid alginic sau khi loại nước có độ khô 25% được cho vào máy trộn và 
thêm vào bột soda. Khí đảo trộn. alginat natri thu được do hàm lượng cao sẽ 
tạo thành dạng nhão (paste) đặc quánh và do đó cần dùng máy trộn chuyên 
cho các dạng paste có độ quánh cao. Quá trình này còn được gọi là là quá trình 
trung hoà. Phản ứng có thể tiến hành ở nhiệt độ đến 50°C nếu cần. Sau đỏ 
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dạng paste được cho vào máy ép đùn để tạo ra dạng viên nhỏ và đưa đi sấy 
bảng không khí nóng. Ở quy mô lớn người ta sây tầng sôi. Sản phẩm thu 
được có độ âm 10% được mang di nghiên và sàng với kích thước 60 mesh 
(250 micron). 


Quy trình acid alginic 


Trong quy trình này, các bước từ I-5 giông quy trình trên. Sau khi thu được 
địch chiết người ta tiến hành các bước sau đây. 

Công đoạn 6: Tây trắng 

Trong công đoạn này, dịch chiết được tây trắng bằng cách thêm dung dịch 
nước javel 12% vảo nhưng do thê tích lớn, việc tiều tốn javel làm cho một 
số nhà sản xuất chuyên công đoạn này ra phần cuối của quy trình. 

Công đoạn 7: Kết tủa acid alginic 


Trong công đoạn nảy. người ta dùng acid sulfuric hoặc HCI đẻ kết tủa. Acid 
alginic sẽ có dạng gel mềm, nhầy nhớt và rất khó lọc. Do đó người ta tiên 
hành công đoạn này bằng cách cho hơi dư một ít soda, khí CO; tạo thành 
khi phản ứng tạo acid alginic sẽ bám vào khối gel acid và làm các mảng gel 
này nổi lên bẻ mặt. Cân có thời gian đề phán ứng xảy ra đầy dủ và thu được 
các mang gel có độ chắc tốt. Khi thao tác cần nhẹ nhàng tránh làm vỡ các 
máng gel. 

Phản ứng được tiền hành bằng cách dùng acid sulfurie 5% và pH không chế 
khoang 1.5-2. Hỗn hợp dễ yên trong một giờ đẻ phản ứng xảy ra hoàn toàn. 
Cuối cùng thụ hôi lớp gel nôi lên bè mật và bỏ lớp nước phía dưới. 

Công đoạn 8: tách nước khỏi acid alginic 

Đây là công đoạn khó khăn nhất của quy trình này vì gel của acid alginic rất 
mềm. khi ép để vỡ và làm tắc vải bọc. Nếu ép bằng máy sẽ dễ chui qua mắt 
lưới. Nước được tách bằng hai cách: a/ ép hoặc li tâm, b/ dùng ethanol để 
kết túa. 


Khi dùng phương pháp ép, acid alginic được cho vào các túi vải và đưa vào 
máy ép thuỷ lực với tốc độ chậm đẻ nước thoát ra cho đến khi đạt độ khô 
20%. Người ta cũng có thể dùng máy ép đai. Khi li tâm người ta cùng cho 
vào túi vải và lï tâm đến độ khô 7-8%. Sau đó dùng máy ép vít sẽ thuận lợi hơn. 
Phương pháp dùng ethanol chí phù hợp trong phòng thí nghiệm vì đắt tiền 
và cân có thiết bị thu hỏi. 


Công đoạn 10: Chuyễn acid alginic sang dạng alginaf natri 


Sau khi ép tách nước, ta thu được acid alginic có độ khô 25% và được cho 
vào dung môi là ethanol. Sau đó dung dịch NaOH đậm đặc 40% được cho 
vào đê trung hoà. Phản ứng này xảy ra chậm chạp và phụ thuộc vào sự thâm 





thấu của kiềm vào trong khối gel acid alginic. Rất khó để đạt được sản phẩm 
đồng thể. Phản ứng được theo dõi bằng cách lấy mẫu và đo pH trong dung 
địch nước vì độ pH trong ethanol không cho biết mức độ của phản ứng. Khi 
pH của mẫu thu được là 6 thì dừng phản ứng. Đem huyền phù đi lọc và li tâm. 
Một cách khác là cho acid alginic có độ khô lớn, khoảng 20% trở lên vào 
máy trộn paste và cho dung dịch NaOH vào cùng với ethanol để tạo các sợi 
kết tủa của alginat natri. Sau đó đem các sợi đó đi ép tách lỏng và sấy, 
Ethanol được sử dụng cần được thu hồi. 
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Hình 8.10. Sơ đồ quy trình công nghệ tách chiết alginat natri 


Cần chú ý rằng các thông số tách chiết alginat và các polymer sinh học nói 
chung phụ thuộc rất lớn vào nguồn rong. Ngay trong cùng một nhà máy, khi 
đổi từ loài rong này sang loài rong khác, cân có các thử nghiệm ở quy mô 
pilot để tìm các thông số tách chiết thích hợp. Nếu bỏ qua bước thử nghiệm, 
việc tách chiết sẽ cho alginat có chất lượng kém. 


9 


Hiện nay, công nghệ tách chiết alginat liên tục đang được phát triển. Theo 
công nghệ tách chiết loại ép đùn (extrusion), alginat được tách chiêt trong 
một máy ép vít đài, do đó quá trình khuấy đảo và làm đồng đều dung dịch 
tốt hơn. Năng lượng tiêu tốn cũng giảm đi. Sản phẩm thu được có hiệu suất 
và độ nhớt cao. 


5. Ứng dụng 
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4) Công nghiệp in vải 

Đây là một trong những ứng dụng mạnh nhất của alginat. Alginat dùng làm 
chất tạo độ quánh cho dạng paste của mực in. Mực in này sẽ thắm qua lưới 
hay thiết bị in con lăn để đi đến vải. Nó giúp cho mực in liên kết hoá học sợi 
cellulose qua các nhóm hydroxyl. Rất nhiều chất tạo độ quánh khác cho 
mực in như tỉnh bột thường phản ứng với màu và làm cho hiệu suất in kém 
đi, Alginat phản ứng ít nhất với mực in và dễ rửa sạch, do đó nó là chất tạo 


độ quánh tốt nhất để in vải. 


B) Thực phẩm 


Alginat được dùng trong thực phẩm để tạo độ nhớt, tạo gel và các tính chất 
chung của keo. Đôi với ứng dụng tạo độ nhớt, alginat được dùng trong nước 
xốt, si-rô, kem, nhân bánh. Ứng dụng tạo gel trong các loại thực phâm như 
jelly, kem, thức ăn gia súc và trái cây mô phỏng (reformed fruiU. Các tính 
chất chung của keo được ứng dụng là kem để tạo độ mịn do làm giảm kích 
thước tỉnh thể nước đá. Propylen glycol alginat dùng làm chất ôn định bọt 
trong bia hay dùng đẻ ổn định các hạt rắn trong nước uống (thể huyền phù). 


Một trong những ứng dụng quan trọng của alginat trong thực phẩm là tạo 
thịt tái cấu trúc (restructure meat products). Alginat cùng với các chất canxi 
carbonate, acid lactic và canxi lactate được dùng để thay các chất kết dính là 
NaCl và các muối phosphate do đó làm giảm lượng muối Na trong khâu 
phân ăn. 


Alginat được dùng trong các sản phẩm tương tự như thịt tôm, cua bằng 
protein đậu nành cô đặc hay caseinate natri. Nó cũng được dùng tạo sản 
phẩm trái cây tương tự. 

Alginat còn được phối trộn với pectin trong mứt trái cây hay xốt 
mayonnaise. Có rất nhiêu ứng dụng cụ thê của alginat trong thực phẩm mà 
khó có thê liệt kê đây đủ. 

©) Chất xúc tác sinh học cỗ định 

Tính chất tạo gel của alginat là nền tảng của một ứng dụng vô củng quan 
trọng của alginat. Đó là cô định các chất xúc tác sinh học bao gồm các 
enzyme và các tê bào. 


Theo phương pháp thông thường, khi muốn sản xuất một chế phẩm sinh học 
với chất xúc tác là enzyme hay tế bào, người ta cho enzyme và tế bào tự do 
vào dung dịch phản ứng. Khi phản ứng kết thúc, người ta thu được sản 
phẩm lẫn với tế bảo và enzyme. Sau đó phải lọc ra và tỉnh chế. Tế bào và 
enzyme đó bị loại bỏ. Như vậy sẽ lãng phí đặc biệt trong trường hợp 
enzyme hay tế bào đó khó thu nhận được. Mặt khác phản ứng khó điêu 
khiên và kết thúc. Sản phẩm cuối phải tốn công đoạn tỉnh chế tách tế bào và 
enzyme. 


Theo phương pháp cố định, tế bào hoặc enzyme được giữ cố định trên một 
giá thê có thẻ bằng vật liệu khác nhau. Các giá thể đó có thể tương tác tốt 
y xấu với enzyme hoặc tế bào. Trong số các giá thể đó, alginat tỏ ra có 
tính tương thích sinh học cao. tốt cho hoạt động của các enzyme và các tế 
bào sống. Mạng lưới gel alginat canxi trong nhiều công trình đã chứng tỏ 
phù hợp cho các loại enzyme và tế bào sông khác nhau. Các tế bào hay 
enzyme được cố định, hay như thuật ngữ ở đây là bẫy (entrapment) trên 
mạng lưới gel ba chiêu. Lỗ xốp tạo nên giữa các lưới gel đủ lớn để cho các 
phân tử cơ chất đi vào tiếp xúc với enzyme hay tế bào và để cho các chất tạo 
thành sau phản ứng đi ra khỏi lưới gel nhưng vẫn đủ nhỏ để nhốt các phân 
tử enzyme hay tế bảo sống. 

Các phản ứng dùng chất xúc tác cố định có các ưu điểm là có thể sản xuất 
liên tục, kiểm soát dược phản ứng, chất tạo thành sạch không bị nhiễm bản 
bởi tế bảo. tiết kiệm được enzyme vả tế bào vì không phải nuôi cấy lại cho 
mỗi me phản ứng. hoạt tính tế bào duy trì được trong thời gian rất lâu so với 
tÊ bào tự do. Tuy vậy, các mạng lưới gel vẫn bị suy giám theo thời gian do 
va chạm cơ học trong dòng cơ chất đối lưu, do suy thoái vì thất thoát ion tạo. 
gel (như canxi) do trao đôi ion với dung dịch, làm thất thoát enzyme hay tế 
bảo, hoạt tính tế bào suy giảm theo thời gian do dòng cơ chất chỉ định 
hướng cho một số ít cơ chất và tránh lảm nhiễm bẩn sản phẩm tạo thành. Do 
đó sau một thời gian hoạt động, người ta phải bổ sung ion và các thành phần 
đỉnh dưỡng để sửa chữa mạng lưới gel cũng như hoạt “hoá lại tế bào. Phản 
ứng cũng bị giới hạn cho các cơ chất có phân tử nhỏ để có thể đi qua mạng 
lưới gel dễ dàng. 

Thao tác tiến hành cố định tế bảo khá đơn giản. Trộn đều dịch tế bào với 
dung dịch alginat có nồng độ từ 2-4%. Sau đó nhỏ giọt vào dung dịch CaCl; 
có nông độ 0.05-0.1M và để yên trong 30 phút đên vài giờ. Các phân tử 
alginat trong hạt gel sẽ đi chuyên ra lớp bẻ mặt giọt alginat để tạo gel. Trong, 
quá trình đó nó kéo theo các tê bảo. Khi cắt ngang các hạt gel, ta quan sát 
thấy mật độ tế bào dày đặc ở gần bề mặt so với mật độ thưa hơn ở phía 
trong. Giữa hạt gel là lỗ trông. Điêu này cũng có thuận lợi là các phân tử cơ 
chất dễ tiếp xúc với các tế bào hơn và sản phẩm tạo thành dễ đi ra khỏi hạt 
gel hơn. Các hạt gel thường có đường kính 3-5mm khi dùng các pipet đề tạo 
giọt. Hiện nay người ta dùng nhiêu phương pháp khác nhau như vòi phun, 
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tĩnh điện để tạo các vi hạt có đường kính vài chục micron đến vài trăm 
micron. 


Alginat dùng trong lĩnh vực này thường chọn loại có hàm lượng guluronic 
cao như alginat từ Laminaria hyperborea của Na Ủy hay các loài rong thuộc 
giống Sargassum. Turbinaria ở Việt Nam. Án Độ và Philippines. Nhỏm 
nghiên cứu NOBIPOL thuộc trường đại học Trondheim, Na Ủy, do giáo sư 
Smisrod dẫn đầu đã thành công trong việc tách được enzyme €pimerasc từ 
vi sinh vật để chuyển các gốc mannuronic thành guluronic. Do đó khi ứng 
dụng thành công vào công nghiệp, phương pháp này có thể cho ra đời các 
sản phâm alginat có hàm lượng guluronic rất cao không phụ thuộc vào loài 
rong Sung cập. 


Khi cần thu nhận lại tế bào, người ta có thể làm tan gel bằng các tác nhân 
càng cua như polyphosphat hay EDTA. Khi các ion canxi bị lấy đi, mạng, 
lưới gel sẽ tan chảy và giải phóng các tế bào. 


Trong vài thập niên. kĩ thuật này đã đạt được nhiều thành công và ứng dụng 
ở quy mô công nøhiệp. Đó là sản xuất ethanol từ tỉnh bột, sản xuất bia. sản 
xuât acid citric, san Anh yaourt liên tục, lên men butanol và isopropanol. 
sản xuất prednisolone từ hydrocortisone, sản xuất elyccrol từ Xin biên, cô 
định các tế bào để sản xuất kháng thê đơn dòng, sản xuât insuline... 


d) Y dược 

Acid alginic không tan trong nước nhưng có tính hút nước và trương nờ. Do 
đó nó được dùng làm tá được thay cho tỉnh bột. Nó có ưu điểm là Vi AOCH 
thuộc tốt. có thê thêm vào trong quá trình tạo viên, làm cho viên thut 

cơ học hơn so với tỉnh bột. 





Alginat được dùng làm chất nhả chậm thuốc là một trong các xu hướng 
nghiên cứu mạnh hiện nay trong ngành được vì nó duy trì nông độ thuốc lâu 
dài. tránh tăng nhanh và thải hồi sớm như các loại thuốc truyền thống, do đó 
hiệu quả điều trị tốt hơn. 


Alginat natri có thê dùng làm thuốc giảm đau bao tử kết hợp với canxi 
carbonat. Khi uống vào, dịch acid trong bao từ tạo thành alginic và 
CO¿. Acid alginic nỗi lên phía trên của bao tử và tạo thành một lớp bảo vệ 
vùng thượng vị. 





Do tính chất hấp thu một số ion rất mạnh, alginat được dùng làm thuốc để 
hấp thu các nguyên tố phóng xạ. như nị nguyên tô Sr 90, lod 131, cho các bệnh 
nhân nhiễm xạ hay dân cư vùng bị nhiềm xạ. 


Alginat còn có tính dính sinh học (bío-adhesion) do đó người ta tạo ra các vi 
hạt chứa thuốc để bơm vào nơi có các khối u hay mô bị tổn thương. Các vi 
hạt đó tạo thành từ alginat canxi dính vào các mô bị bệnh. Dịch cơ thể có 
hàm lượng Na” sẽ trao đôi ion với CaŸ” làm tan dần các vi hạt chứa thuốc. 


Bằng cách này, thuốc được đưa trực tiếp đến các mô bị tổn thương mà 
không làm tăng nông độ thuốc toàn thân. 


Cũng dựa trên tính chất trao đổi ion giữa alginat canxi và ion Na” trong cơ. 
thê, người ta làm gạc chông dính từ alginat canxi. Gạc được chê tạo từ các 
sợi gel alginat canxi. Khi dùng băng vệt thương, sợi alginat canxi chuyển 
sang alginat natri do trao đôi ion Na” từ dịch cơ thể và làm cho gạc bị hoà 
tan ở nơi tiếp xúc với vêt thương. 


Trong những năm gần đây, các ứng dụng của polymer sinh học trong nghiên 
cứu y sinh học phát triển mạnh mẽ. Đề hiểu rõ các ứng dụng đó, sau đây sẽ 
trình bày các tính chất sinh học của alginat. 


Tính sinh miễn địch (Immunogenicity) 


Alginat bán trên thị trường có các loại (grade) siêu tỉnh khiết (ultra pure), 
thực phẩm hay nghiên cứu. Khi nghiên cứu độc tính của alginat và khả năng 
hoạt hoá các tế bào lymphocyte, người ta thấy rằng các tạp chất trong rong. 
gây phân bào (mitogenic impurities) trong alginat thương mại là nguyên 
nhân gây ra các tác dụng phụ. Các tác dụng phụ là giải phóng cytokine và 
gây viêm, Alginat có hàm lượng mannuronic cao hoạt hoá việc sản sinh 
cytokine chiều hơn alginat có hàm lượng guluronic cao. Do đó alginat siêu 
tỉnh khiết giàu guÌuronic được dùng trong nghiên cứu ¿r vivo. Khi cấy dưới 
đa, alginat nói trên gây đáp ứng miễn dịch nhỏ hơn polyvinyl acohol và 
8parose. 


Tính dính sinh học 


Tính đính sinh học được định nghĩa khi hai bề mặt tiếp xúc hay dính vào 
nhau trong đó có một bề mặt là nền sinh học. Nếu một bề mặt có tính nhày 
(mucosal), ta gọi là dính nhây (mucoadhesion). Các polymer loại polyanion 
có tính đính sinh học lớn hơn các polymer polycation hoặc trung tính. Do đó 
alginat là một polymer anion có tính dính sinh học. Nghiên cứu làm dính 
alginat trên ruột chay (jejunum) tốt hơn các polymer khác như polystyren, 
chitosan, carboxymethylcellulose và poly(lactic acid). Hệ thống nhả chậm 
thuốc có tính đính sinh học làm tăng thời gian lưu giữ thuốc tại vùng hoạt 
tính hay tái hấp thụ, Tính dính sinh học của alginat tạo khả năng dùng nó 
làm chất mang thuốc đến nhưng mô nhầy như nasopharynx (vùng vòm 
họng). 

Bọc protein (protein encapsulation) 

Đã có rất nhiều công trình nghiên cứu dùng alginat để bọc các loại protein. 
Khi uống các loại thuốc có khả năng cản trở sự phân bào, thường gây tác 
dụng phụ là làm tăng nhanh lớp biểu mô ở niêm mạc ruột. TGF-B¡ được biệt 
như là chất gây ức chế sự phát triên của nhiều tế bào ở vùng biểu mô được 
kết hợp với alginat để thử nhiệm trên chuột. Kết quả cho thây alginat không 
bị ảnh hưởng bởi pH thấp của dạ dày và khi đi vào ruột, nó nhà chậm thuộc 
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và như thế bảo vệ thuốc khỏi bị phá huỷ bởi pH thấp ở dạ dày (Mumper, 
1994), 


Trong nghiên cứu vaccine, đối với các bệnh lây qua đường không khí và hô 
hắp có liên quan đến mạng nhảy là rất khó sử dụng vaccine. Các nhà miễn 
địch học nhận thấy rằng việc gây miễn dịch tại bề mặt màng nhày, nơi sinh 
ra kháng nguyên bảo vệ immunoglobulin A (IgA) là rất có ý nghĩa. Do đó 
người ta đã phát triên thành công một hệ thống nhả thuốc trên bề mặt màng 
nhày. Thí nghiệm cho thấy khi dùng các vi hạt chứa vaccine làm từ alginat 
bọc poly-L-lysine đưa vào trong mũi của chuột, đáp ứng miễn dịch xảy Ta 
mạnh hơn qua hàm lượng IgA cao được phát hiện trong dịch rửa túi phôi. 
Trong khi đó kháng nguyên không có alginat không gây được đáp ứng miễn 
dịch. Thí nghiệm chứng tỏ alginat có thể dùng làm chất mang trong việc giải 
phóng vaccin hay thuốc ở vùng hô hấp trên (Wayne, 1998). 


Trong việc nhả chậm thuốc, alginat được áp dụng đối với bFGF (basic 
fïbroblast growth factor) là chất có nhiều chức năng trong kích thích sự phát 
triển của tế bào và sửa chữa mô. Loại thuốc này có thời gian bán rã ngắn khi 
đưa vào con đường bên ngoài ruột (parenteral route) và không ổn định trong 
dung dịch. Khi bọc bằng các vi hạt alginat, hiệu quả của thuốc lên đến 77%, 
thuốc được nhả chậm trong 14 ngảy (Edelman, 1991). 


Việc áp dụng thành công cố định tế bảo hybridoma trên gel alginat bọc 
poly-L-lysine để sản xuất kháng thẻ đơn dòng (mAbs) ở quy mô công 
nghiệp được công bố lần đầu tiên năm 1985 (Rupp). Đây là một thành công 
có ý nghĩa lớn của việc ứng dụng alginat. Kết quả cho thấy có thể thu được 
mAbs với độ tỉnh khiết cao trên 98% và giá thành hạ. 


Alginat và các hoạt tính liên quan đến chất xơ 


Trước đây, alginat chỉ được coi là phụ gia thực phẩm để tạo độ quánh, tạo 
gel và làm chất ồn định. Tuy vậy, gân dây, alginat được xem như nguồn 
cung cấp chất xơ cho cơ thể với các tính năng mới như giảm hàm lượng 
glucose/cholesterol trong máu và do đó giảm nguy cơ mắc các bệnh như tiểu 
đường type II, béo phì và tim mạch. Khi alginat vào dạ dày, độ acid cao tại 
đó sẽ chuyên alginat sang dạng gel của acid alginic và làm giảm sự hấp thu 
trong hệ tiêu hoá. Alginat cũng ảnh hưởng tốt đến hệ vỉ sinh vật ở trực tràng 
qua việc ức chế các vi sinh vật bất lợi gây thối rữa trong trực tràng. Một số 
nghiên cứu cho thấy alginat còn làm tăng màng nhảy ở ruột, làm lành vết 
thương trong hệ dạ dày đường ruột, kích thích hệ miễn dịch đường ruột. 

Tuy vậy việc dùng alginat liều cao có thể gây bất lợi cho cơ thể do hạn chế 
sự hấp thu các chất dinh dưỡng nhự B-caroten, các chất khoáng như canxi, 
sắt, chrom và cobalt. 





CHƯƠNG 6 
CARRAGEENAN 


1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 


Carrageenan là tên thương mại của một loại keo ta nước tách chiết từ một 
số loài rong đỏ (Rhodophyta), chúng đóng vai trò như cellulose trong thực 
vật trên cạn. Về mặt hoá học, loại keo này là các galactan có độ sulfate hoá 
cao. Do mức độ sulfate hoá cao, carrageenan là một polymer mang điện tích 
âm mạnh. Agar do mức độ sulfate hoá ít, được xem như là trung hoà điện 
trong nhiều ứng dụng (nonionic). Alginat có độ âm điện do các nhóm 
carboxy] nên yếu hơn các nhóm sulfate trong. Carrageenan. 

Carrageenenan được tách chiết đầu tiên từ rong Chondrus crispws và 
Gigartina sellata ở châu Âu trong nhiều thế kỉ để làm jelly và bánh 
pudding sữa. Năm 1862, Standford đặt tên carrageenin cho keo rong chiết từ 
rong Chowmdrws crispus. Thuật ngữ carrageenan có nguồn gôc từ chữ 
carraigeen, nghĩa là rêu đá. 

Hiện nay carageenan được tách chiết từ các loài rong Kappaphycus 
alvarezli Eucheuma demticulatum, Belaphycus gelatimm, Chondrus 
crispus, Gigartina skofIsbergii, Sarcothalia crispata, Mazzaella 
laminaroides, Gigartina canaliculata. 





Kappaphycus alvarezii, Eucheuma dentieulatum được thu hoạch từ tự nhiên 
ở Indonesia và Philippines. Từ thập niên 1970, hai nước này trồng các loài 
trên và hiện nay thu hoạch chính là từ rong trồng trọt. Việt Nam những năm 
gần đây cũng đã trồng thành công rong Kappaphycus alvarezii. 


Rong Belaplycus #elatinum mọc hoang đại được thu hoạch ở đảo Hải Nam, 
Trung Quốc, Đài Loan và Philippines và nó cũng được trồng ở đảo Hải 
Nam. 


Chondrus crispus được thu hoạch ở Canada, Mĩ và Pháp. 


Oigartina skottsbergii, Sarcothalia crispalavà Múazzaella laminaroides 
được thu hoạch từ tự nhiên. 


Gigartina skottsbergii được thu hoạch ở Argentina. 
Gigartina canaliculata thu hoạch ờ Mexico (Baja California) 
Hypnea muscjformis mọc ở bờ biển Brazil. 





Chondrus crispus 





Kappaphycus alvarezii 
Hình 6.1 Một số loài rong dùng tách chiết carrageenan 


2. Cấu trúc hoá học 
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Carrageenan là tên gọi chung của các polysaccharide có cấu trúc luân phiên 
giữa B-D-palactopyranosyl và d-D-galactopyranosyl qua các liên kết 1-3 và 
1-4. Các gốc sulfate nằm ở các vị trí C2 và C4. Gốc liên kết ở vị trí C4 có 
dạng 2-sulfate, 2,6-disulfate, 3,6-anhydrid, 3,6-anhydrid 2-sulfate. Không 
bao giờ có nhóm sulfate ở vị trí C3, 






Người ta phân ra các loại Carrageenan dựa trên cấu trúc hoá học của chúng. 
Carrageenan có cấu trúc mạch thăng luân phiên của hai gốc, kí hiệu trong 
hình 6.2 là A và B, tuỳ theo cấu trúc của hai gốc A và B, ta có các loại 
carrageenan theo các tên lambda, kappa, iota, xỉ, theta, nu, mu. 




















B A B A 
GốcA - Có trong loại carrageenan. 
D-galactose 2-sulfat Xi 
D-pgalactose 6-sulfat Mu 
D-galactose 2,6-disulfat Lamda, Nu 
3,6-anhydro-D-galactose Kappa 
3.6-anhydro-D-galactose 2-sulfat | Iota, Theta 
Gốc B 
D-galactose Lamda, Theta 
D-galactose 2-sulfat Lamda, Xi, Theta 
D-galactose 4-sulfat Nu, Mu, Kappa, lota 
—x— 
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— 
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Hình 6.2 Cấu trúc hoá học của các loại carrageenan khác nhau 
(R.L. Davidson. New York, McGraw-Hill, 1980) 
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Bảng 6.1 Thành phần carrageenan trong một số loài rong đỏ 


























Loài rong Thành phần carrageenan 
Chondrus erispus Hỗn hợp kappa and lambda 
Kaúppaphycus alarezii Chủ yếu là kappa 

Eucheuma denticulatum Chủ yếu là iota 

Gigartina skotIsbergii Chủ yếu là kappa, có ít lambda 
Sarcothalia crispata Hỗn hợp của kappa và lambda 








Bằng phương pháp cộng hưởng từ có thể xác định được các loại 
carrageenan khác nhau như hình dưới đây. 


Hình 6.3 Phổ ”°C NMR của carageenan tách chiết từ rong Euchema spinosum chứa 
chủ yếu là lota-carrageenan (a)và Euchema cottonii (Kappaphycus alvarezii) chứa 
chủ yếu là kappa carrageenan (b) (Rochas, 1989) 
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3. Tính chất 


Hiện nay người ta ghi nhận được khoảng 15 cấu trúc carrageenan khác nhau 
(Lahaye 2001). Tuy vậy carrageenan thương mại bao gồm ba loại chính là 
iota, kappa và lambda. Các tính chất của chúng như bảng dưới đây. 


Bảng 6.2 Tinh chất của các loại carrageenan thông dụng. 





lota Gel đàn hôi với muỗi canxi. Gel trong suốt và không | 
bị rỉ nước, ôn định khi làm đông và tan giá nhiều lần. 





Kappa Tạo gel chắc, răn với muỗi kali. Tạo gel đòn với muỗi 
canxi. Gel hơi mờ đục, khi thêm đường sẽ trong hơn. 
Gel bị rỉ nước một ít. 


Lambda | Không tạo gel mà cho dung địch có độ nhớt cao. 

















Hoạt tính của carrapeenan là do các gốc sulfat bán ester là các ion âm mạnh. 
Dạng acid tự do không bền nên carrageenan thương mại thường ở dạng 
muôi natri, kali, canxi hoặc hỗn hợp của cả ba loại muối đó. Các ion đương 
liên kết với các gốc đường trong mạch polymer xác định tính chất vật lí của 
carrageenan. Kappa và iota carrageenan tạo gel với ion kali và canxi trong 
khi lambda không tạo gel. 


Hoạt tính với protein thể hiện ở cả hai loại carrageenan tạo gel và không tạo. 
Ị gel. Phản ứng phụ thuộc vào tỉ số điện tích giữa protein và Carrageenan và 
phụ thuộc vào điểm đẳng điện của của protein, pH của hệ thống, tí số khối 
lượng của carrageenan và protein. Khi pH nhỏ hơn. điểm đăng điện, protein 
mang điện dương và do đó tương tác tĩnh điện trực tiếp với carrageenan 
mang điện tích âm. Phản ứng quan trọng có ý nghĩa thương mại giữa 
carrageenan và kappa casein trong sữa là đặc trưng cho loại protein nảy và 
1à phản ứng duy nhất xảy ra ở trên mức pH đẳng điện của casein. Nó xảy ra 
do vùng mang các acid amin tích điện dương của phân tử kappa-casein 
tương tác tĩnh điện với các gốc sulfate của carrageenan mặc dù điện tích 
tông cộng của casein là âm. 
Tính chất chức năng của carrageenan phụ thuộc vào tính chất lưu biến của 
nó. Carrapeenan là một polymer mạch thăng, tan trong nước, tạo dung dịch 
có độ nhớt cao. Đó là do cấu hình và tính đa điện li của nó. Lực đẩy tương 
hỗ giữa các nhóm sulfate bán ester dọc theo mạch làm cho phân tử 
carrapeenan duỗi ra nhiều nhất. Trong khí đó, tính ưa nước làm cho nó được 
bao bọc bởi các phân tử nước cô định. Cá hai nhân tố đó làm tăng lực cản 
khi dòng chuyển động. 
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Độ nhớt của dung dịch carrageenan phụ thuộc vào loại carrageenan, khối 
lượng phân tử, nông độ, nhiệt độ dung dịch và sự có mặt của các chất tan 
khác. Độ nhớt của dung dịch tăng theo hàm mũ với nông độ. Dạng biến đồi 
này là điển hình đối với polymer mạch thẳng mang điện tích và khí tăng 
nồng độ sẽ tăng tương tác giữa các chuỗi phân tử. Các loại muối làm giảm 
độ nhớt do làm giảm lực đây tĩnh điện của các nhóm sulfate. Ở nhiệt độ thấp 
và nồng độ muôi CaO, Carrageenan có thể tạo gel, làm tăng độ nhớt biểu kiến 
của dung địch. Điều này thấy rõ đối với ion kali và canxi. là hai ¡ ion tạo gel 
mạnh. Nhưng khi nhiệt độ cao. ion canxi lại làm giảm độ nhớt nhiêu hơn là 
ion natri và kali. 


Độ nhớt của dung dịch carrageenan giảm theo hàm mũ khi nhiệt độ tăng. 
Biến đổi này có tính thuận nghịch ở pH gần 9 và không kéo đài sự nung 
nóng đủ để sự phân cất mạch xảy ra. Các loại carrageenan tạo gel và không 
tạo gel đều biến đổi cùng chiều trên điểm tạo gel. Khi làm lạnh, sự tạo gel sẽ 
làm tăng độ nhớt biểu kiến đột ngột khi đạt đến điểm tạo gel khi có mặt của 
các ion K” và Ca”, 


Khi đo độ nhớt nội ở khoảng nồng độ 0,03-0,15 g/dL và nhiệt độ 25%, 
Di set nhận thấy độ nhớt nội không bị ảnh hưởng bởi lực ion của KỶ và 

„ Giá trị trung bình của độ nhớt nội khoảng 41.5 di⁄g (Nickersona và 
củG sự, 2004). 


Độ nhớt động học của Caïragecnan\ nằm trong khoảng 5-800 mPa.s ở nồng 
độ 1,5% và nhiệt độ 75C. Dung dịch carrageenan có độ nhớt nhỏ hơn 
100 mPa.s có tính chất chảy giống dung dịch Newton. Ở độ nhớt cao hơn, 
dung dịch thể hiện động thái chảy theo quy luật pseudoplastic (hay shear- 
thinning), có nghĩa là tốc độ trượt càng lớn thì độ nhớt càng giảm. Do đó khi 
xác định độ nhớt, cần nêu rõ tốc độ trượt. 


Carrageenan khí dùng tạo độ nhớt cho dung dịch nước thường là loại 
lambda hay muối natri của lambda và kappa. Chúng có thể hoà tan trong 
nước lạnh hoặc nước nóng. Độ nhớt cao là do khối lượng phân tử và tính ưa 
nước của lambda carrageenan tạo thành. Đối với các ứng lụng tạo gel, 
thường dùng dung dịch có độ nhớt thấp trong r nước nóng để dễ thao tác. Các 
muối canxi và kali của kappa và iota có độ bền gel cao do ít ưa nước và do 
ảnh hưởng của ion canxi. 


Kappa và iota Cairageenan tạo gel khi làm lạnh dung dịch nóng của chúng 
Với sự có mặt của các ion như K” và Caˆ". Ở nhiệt độ cao, các chuỗi phân tử 
phân bố ngẫu nhiên trong dung dịch. Khi nhiệt độ thấp các chuỗi liên kết 
với nhau đề tạo thành các chuỗi xoắn kép và tạo thành các vùng (domain). 
Điều này Xây ra bất kể sự có mặt của các ion trái dấu hay không và không 
trực tiếp dẫn đến sự tạo gel. Chỉ khi có mặt các ion nói trên, các vùng mới 








kết hợp với nhau tạo thành các mạng lưới không gian 3 chiều và tạo gel. Gel 
thể hiện tính chất viscoelasdc. Nickerson (2004) đã chứng tỏ ở nhiệt độ 
60°C, lúc đó kappa-carrageenan ở cấu hình cuộn (coil), khi thêm ion K” 
hoặc Ca”" sẽ làm giảm bán kính hồi chuyển Rạ của phân tử. lon Ca?” làm 
giảm bán kính hồi chuyển mạnh hơn K* nhưng hạ nhiệt độ đến 25C, sự 
Khác nhau của bán kính hồi chuyển giữa việc cho thêm ion Ca?” hay K” 
không lớn. Khi hạ nhiệt độ từ 60% đến 25%, bán kính hỏi chuyển của 
kaapa-carrageenan khi không có ion giảm 18%, có ion KỶ giảm 17,6% và 
đối với ion Ca”" giảm 2,7% và cả ba giá trị cuối gần nhau hơn khi nhiệt độ 
cao. Như vậy ở nhiệt độ thấp, cường độ chuyển động nhiệt giảm làm cho 
các phân tử đễ cuộn lại và kết hợp với nhau, xúc tiến các cáu hình trật tự 
hơn. Cũng trong công trình này, với nồng độ carrageenan nhỏ hơn nồng độ 
€` (critical overlap concentration), không có sự khác biệt đáng kể của cường 
độ ion đến độ nhớt nội. 


Người ta nhận thấy các gốc 6-sulfate trong mạch polymer của kappa và iota- 
carrageenan làm giảm độ bên gel. Điều này được cho là các gốc này tạo nên 
các nút ngăn cản sự tạo thành các vòng xoắn kép. Xử lí kiêm khí tách chiết 
sẽ chuyên các gốc 6-sulfate thành các gốc 3,6 anhydride, làm tăng tính kị 
nước và do đó tăng khả năng tạo gel. 


Gel của kappa carrageenan tương, đối rắn và bị rỉ nước. Khi thêm locus bean 
galactomanan có thê giảm hiện tượng này. Gel của iota Ít rỉ nước hơn. Đó là 
do các gốc 2-sulfate trên các gốc 3,6 anhydride ngăn cân sự kết hợp quá 
chặt tạo nên độ cứng của gel kappa. Kali hiệu quả hơn canxi khi tạo gel của 
kappa nhưng đối với iota thì ngược lại. 

Tất cả các loại carrageenan đều tạo gel khi làm lạnh dụng dịch carragéenan 
trong sữa nóng. Ngay cả lambda là loại không tạo gel bật kể ion có tồn tại 
hay không cũng tạo gel ở mức 0,2% hay hơn tuỳ theo khôi lượng sữa. Đó là 
đo sự tạo thành liên kết carrapeenan-casein đã mô tả ở trên. 


Carrrageenan bị thuỷ phân trong môi trường acid. Ở nhiệt độ cao và pH 
thấp, các tính chất chức năng bị mất nhanh chóng. Có thê dùng carrageenan 
trong môi trường acid nhưng không được nung nóng lâu. Tốc độ thuỷ phân 


ở cùng pH và nhiệt độ đã cho xảy ra ở thể gel chậm hơn ở thể sol. 

Carrageenan được FDA. xếp vào nhóm các thực phẩm an toàn (GRAS). Nó 

đã được thử nghiệm và chứng tỏ không gây quái thai và không phải là tác 

nhân ung thư. 

4. Tách chiết 

Có hai phương pháp tách chiết carrageenan. Một phương pháp truyền thông 

tách carrageenan ra khỏi rong, sau đó lọc và tách nó ra khỏi dung dịch. 

Phương pháp này đắt tiền và đòi hỏi nhiều thiết bị. Cách thứ hai người ta xử 
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lí cây rong để loại bớt tạp chất nhưng vẫn đẻ yên Carrageenan trong cây rong, 
cùng với cellulose. Phương pháp này không cho carrageenan tỉnh khiêt 
nhưng vẫn dùng được cho một số ứng dụng về thực phẩm. 


Phương pháp tỉnh chế Carrageenan lần đầu tiên áp dụng cho rong Chondrus 
€rispus và được áp dụng cho đến thập niên 1980. Rong biển được rửa sạch 
tạp chất, cát và muối. Sau đó được nấu trong dung dịch kiểm NaOH trong 
vài giờ, Nồng độ, nhiệt độ và thời gian được thử nghiệm ở quy mô pilot 
trước khí áp dụng vào sản xuất. Kiềm giúp loại bỏ nhóm sulfate, làm tăng 
các gốc 3,6 anhydride galactose do đó làm tăng độ bền gel. Bã rong được 
loại bỏ bằng li tâm hoặc lọc. Dịch chiết thường chứa 1-21% carrageenan và 
được cô đến nồng độ 2-3% bằng phương pháp cô chân không hoặc siêu lọc. 


Dịch lọc trong được tách carrageenan bằng hai cách. Phương pháp kết tủa 
bằng alcohol dùng cho tất cả loại carrageenan. Phương pháp tạo gel chỉ 
dùng cho kappa-carrageenan. Gel sau đó được ép tách nước hoặc làm đông 
tan giá để tách nước. 

Theo phương pháp kết tủa, isopropanol được thêm vào dung dịch chiết để 
kết tủa dạng sợi, sau đó chúng được tách ra bằng máy li tâm hoặc lưới lọc. 
Sau đó các sợi đông kết được ép để tách dung môi và được rửa lại bằng 
aleohol để loại nước sâu xa hơn. Chúng được sấy khô. nghiền đến kích 
thước 80 mesh hay mịn hơn. Alcohol được thu hồi ở dạng lỏng hoặc hơi và 
cho tuần hoàn lại. 


Phương pháp gel dựa trên khả năng tạo gel của kappa carageenan với muối 
kali. Gel có thể được tạo thành băng nhiều cách. Đối với công nghệ làm 
đông - tan giá, gel được tạo thành dạng sợi bằng cách ép dung dịch 
Carrageenan qua các lỗ nhỏ vào dung dịch KCI. Các sợi thu được mang rửa 
với nhiều KCI hơn để lấy nước ra thêm, sau đó ép để lấy bớt chất lỏng ra và 
đem đông lạnh. Khi tan giá, nước thoát ra do hiện tượng rỉ nước (syneresis), 
sợi được rửa với KCI, cất nhỏ, sấy khô. Sản phẩm này tất nhiên chứa nhiều 
KCI. Một phương pháp khác thay cho cấp đông - tan giá là ép tách nước 
như trường hợp agar. Sau khi ép nhiều giờ, tắm gel được cắt nhỏ, sây khô và 
nghiền đến kích thước cần thiết. 

Carrageenan bán tỉnh chế SRC (semi-refined Carragcenan). 


Để sản xuất SRC, người ta dùng rong Kappaphycus alvarezii chứa trong các 
giỏ kim loại, cho vào nồi nấu chứa dung dịch kiềm KOH trong 2 giờ. Gốc 
OH thấm vào cây rong và khử gốc sulfate, làm tăng các gốc 3,6 anhydride 
và do đó tăng độ bền gel. lon kali tương tác với carragcenan tạo gel làm cho 
nó không tan trong dung dịch nóng, Trong quá trình nảy, các loại protein 
hoà tan, carbohydrate và muối tan vào nước. nóng và do đó được lấy ra khỏi 
cây rong. Phần rắn vẫn giữ nguyên hình dạng cây rong được lấy ra, rửa 


nhiều lần để loại kiềm và các tạp chất còn bám trên thân rong. Sau đó nó 
được phơi khô, cắt nhỏ và nghiền thành bột. 

Sản phẩm thu được không trắng, có nhiều vi sinh vật và không phù hợp cho 
con người nên được dùng làm thức ăn cho vật nuôi. Khi thanh trùng các vỉ 
sinh vật sẽ chết nên lượng vi sinh khômg quan trọng. Sản phẩm này chỉ cần 
cắt nhỏ để bán cho các nhà máy sản xuất carrageenan tỉnh chế dùng làm 
nguyên liệu. 


Rong biển cắt nhỏ, rửa sạch 
Nấu chiết 
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Hình 6.4 Sơ đồ công nghệ tách chiết carrageenan (Mc.Hugh 1987) 
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5. Ứng dụng 
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Trước khi nói đến các ứng dụng cần nhắc lại các tính chất cơ bản của 
carrageenan từ đó đưa đến các áp dụng khác nhau. 

Cả hai loại kappa và iota carrageenan đều tạo gel với muỗi kal và canxi. 
Dung dịch nước của cả hai loại phải được nung nóng lên 60°C để hoà tan 
Carrageenan, sau khi cho muỗi vào, làm nguội để tạo gel. Đôi với kappa, chỉ 
cần 0,5% trong nước và 0,2% trong sữa đủ đề tạo gel. 


Kappa tạo gel chắc nhất với muỗi kali, sau đó là canxi. Gel với kali chắc, 
đàn hồi trong khi gel với canxi cứng và dòn. Kappa cho gel chắc nhất trong 
các loại carrageenan nhưng đễ bị rỉ nước ra khỏi gel. Nếu trộn iota và 
lambda chung với kappa, hiện tượng rỉ nước ít hơn nhưng cũng làm giảm độ 
cứng và độ dòn. 

lota tạo gel chắc với canxi, theo sau là kali, ngược với kappa. Gel canxi 
mềm, dẻo đai và thực tế xem như không bị rỉ nước. Quá trình làm đông -tan 
giá không phá huỷ gel. Nó có tính chất bất thường của một gel, đó là tính 
chảy thixotropie. Điều này có nghĩa là khi khuấy nó chảy như chất lỏng 
nhưng khi để yên, nó tạo lại thành gel. 


Tính chất thixotropic tương tự đối với gel kappa trong sữa. Gel yếu được tạo 
thành có thể chảy khi khuấy. Gel yếu này đủ tạo thành mạng lưới để treo các 
hạt răn pha vào sữa ví dụ như chocolate. 


Carrageenan mang điện tích âm nên có thể liên kết với protein mang điện 
tích dương hay các phần của protein mang điện tích dương. Do đó 
carrageenan có thể liên kết với casein trong sữa để tạo thành mạng lưới gel 
ba chiều. 


Các sản phẩm sữa 
Ứng dụng quan trọng nhất của carrageenan là trong công nghiệp sữa. 


Chỉ cần pha một lượng nhỏ, 0,01-0.05% vào các sản phẩm sữa. Ví dụ trong 
công nghệ làm phô mai, chỉ cần 0,01-0,04% đủ để làm phô mai tránh được 
hiện tượng tách váng sữa. - Tương khi làm kem cũng ngăn hiện tượng, tách 
váng sữa khi thêm các chất đẻ cải thiện cơ tính và sự phát triển tỉnh thể nước 
đá. Bột cacao có thê treo lơ lửng trong sữa khi có kapppa do tạo gel yếu. Bột 
chocolate hoà tan vào nước hay sữa, khi có mặt lambda có thê cải thiện tính 
ồn định và cảm giác khi uống. 


Lambda hay hỗn hợp các loại Carragecnan có thể làm cho cà phê sữa tránh 
tách chất béo. Lambda hay kappa có thể làm ổn định hệ bọt của kem và làm 
nó trắng ra khi đánh kem. 





Các thực phẩm có nền là nước 

Trong bối cảnh các bệnh bò điên và bệnh chân miệng trên heo phát triển 
thành dịch. việc sử dụng gelatin bị hạn chế và gây nghỉ ngại cho người tiêu 
dùng. Trong bối cảnh đó, việc sử dụng carrageenan ngày càng mang lại 
nhiều hứa hẹn. Gelatin có nhiều ưu điểm như tan chảy trong miệng. tạo cảm 
giác mịn màng khi ăn, dễ giải phóng hương vị khi ăn. Tuy nhiên khi để ra 
ngoài trong đôi ba ngày, nó trở nên đai và không ngon miệng. Gel từ iota 
carrageenan có nhược điểm độ nóng chảy cao do đó khi ấn không mềm mại 
như gelatin. Nhưng ở khí hậu nóng nó không nóng chảy và không dai khi để 
ra ngoài. Khi trộn carrageenan với các chất như lotus bean gum, konjac hay 
tỉnh bột có thể cải thiện tính chất của gel carrageenan. Khi chế biến các loại 
thức ăn tráng miệng, ăn chay, carrapeenan cùng với pectin có thể thay thế 
cho gelatin. 














Các loại jelly thường dựa trên nền hàm lượng đường cao và pectin. Khi cần 
các sản phẩm như vậy với calori thấp hay không có calori, người ta dùn; 
hỗn hợp kappa và iota. Đối với các loại nước uống trái cây ăn kiêng, có thê 
dùng lambda để tạo cảm giác tốt khi ung. 

Các loại nước xốt trộn salat ít có dầu hoặc không có dầu có thể dùng iota 
hoặc kappa để treo ôn định các loại rau thơm trộn vào. Đối với các loại xốt 
mayonnaise giảm béo, cần có chất tạo độ quánh và ồn định nhũ tương dầu 
trong nước, khi đó kết hợp carrageenan và xanthan gum. Sự kết hợp của 
carrageenan với protein có thể dùng để làm trong bia. 

Các sân phẩm thịt 

Khi tiêm carrageenan vảo thịt, nó sẽ tạo liên kết với nước vả protein, do đó 
khi nấu, thịt ít bị mất nước, giữ được vẻ mềm mại. Thường tiêm đung dịch 
Carrageenan với nước muối hay polyphosphate. 

Khi chế biến thịt ít chất béo, thường làm mắt độ mềm mại và tạo cảm giác 
khô khi ăn. Do đó người ta dùng các keo ưa nước để cải thiện tính chất. 
Thường dùng kappa carrageenan và muối phosphate. Các loại bánh 
hamburger cũng dùng carrageenan đê tạo cảm giác thay chất béo trong thịt. 
Carrageenan còn dùng trong thức ăn vật nuôi. Đây là một ứng dụng, rất lớn 
của carrageenan bán tỉnh chế SRC với sản lượng, 5500 tần /năm. Nó là chất 
tạo quánh và kết dính các thành phần của thức ăn của vật nuôi. 

Carrageenan còn dùng trong các gel tạo mùi thơm cho phòng, tủ lạnh hay xe 
hơi. Dùng trong kem đánh răng để tạo độ quánh. 

Trong công nghệ sinh học, carrageenan được dùng tạo gel cố định tế bào 
như alginat. 
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PHÀN 3: CÁC POLYMER SINH HỌC BIÊN 
CÓ NGUÒN GÓC ĐỘNG VẬT 


CHƯƠNG 7 
CHITIN - CHITOSAN 


1, Sơ lược lịch sứ, thuật ngữ 


Chitin có cấu trúc hoá học giống cellulose và có thẻ xem là một dẫn xuất 
của cellulose với nhóm acetamido ở cacbon. số 2. Chitin đóng vai trò là 
thành phần tạo nên độ cứng chắc của thành tế bảo của nắm và vỏ của giáp 
xác. Chiún phân bố rộng rãi trong lớp vỏ của sâu bọ và giáp xác và nó cũng 
được tìm thấy ở vi sinh vật. Chitin được tách chiết lần đầu tiên vào năm 
1811 bởi nhà dược hoá học người Pháp Henri Braconnot từ nấm 
(Braconnot, 1811). Chitosan là dẫn xuất của chitin sau khi tách nhóm acetyl 
nên chitosan có các nhóm amino. 


đ) Câu trúc hoá học 


Chiún là polymer hữu cơ phỏ biến trong tự nhiên sau cellulose. Chitin ít khi 
ở dạng tự do mà luôn liên kết với protein dưới dạng phức hợp, cacbonat 
canxi và nhiều hợp chất hữu cơ khác, gây khó khăn cho việc tách chiết. 
Chitin là một polysaccharide được cấu tạo bởi các monosaccharide liên kết 
với nhau bằng cầu nối l4 - glucoside, có công thức phân tử là 
(CsH¡;O:N),, 
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Hình 7.1. Cấu trúc hoá học của chitin (a) và chitosan (b) (Einbu, 2007) 


Người ta chia cấu trúc chitin thành ba dạng -chitin, Ä-chitin, y-chiữn. Cầu 
trúc của chitin ở các dạng trên xuất phát từ nguồn chiết rút chỉtin, chitin từ 
tôm và cua có dạng d-chitin, còn chiủn từ mực có dạng -chitin. Ba dạng 
chiún nêu trên có sự khác nhau về tính hydrat hoá, kích thước của mỗi đơn 
vị cầu trúc và số mạch chitin trong mỗi đơn vị cầu trúc. ư- -chitin có độ rắn 
phân tử cao nhất và ở dạng rắn chắc và _các mạch chitin sắp xếp song song 
nhưng ngược chiều nhau. 8-chiún bao gồm các mạch chiún Song song cùng 
chiều nhau, có độ rắn thấp, tính hydrat hoá cao. T-chiún sắp xếp cứ 2 mạch 
Song song cùng chiều thì có một mạch ngược chiều. Trong tự nhiên, ø-chitin 
có mặt nhiều nhất và thường rất cứng. Trong khi j-chitin, y-chitin thì tạo 
nên tính đai, đẻo. 
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Hình 7.2 Sự sắp xếp của chuỗi polymer của a-chitin, 8-chitin, y-chitin 
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Hình 7.3 Phổ FTIR của g-chitin (a) và 8-chitin (b) (Rinaudo, 2006) 


Phổ IR của ø-chitin và ' j-chiún rất điển hình với các đái hấp thụ rất nhọn. 
Dải hấp thụ của C=O nằm trong vùng 1600 đến 1500 cm” và khác nhau đối 
với hai loại chiún. Đối với œ-chitin, đải amid I tách ra thành hai ở các sóng 
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1656 và 1621 em trong khi ở -chitin nằm ở 1626 em, Ngược lại amid II 
chỉ có một đải hấp thụ cho cả hai loại: 1556 em'" cho ø-chitin và 1560 em ` 
cho 8-chitin. Việc tách thành hai dải hâp thụ của amid I vẫn còn là một vẫn 
đề còn bàn cãi. Dải 1656 em” xuất hiện tại bước sóng tương tự như của 
polyamid và protein. Nó là dải hấp thụ của hydro trong C=O liên kêt với 
N-H của mạch phân tử lân cận. 


Dài sóng 1621 cm” không có trong polyamid và protein có thể đo liên kết 
hydro của C=O với nhóm hydroxymethyl của gốc chitủn tiếp theo trong 
cùng mạch phân tử. Thêm vào đó, dải 1621 cm” bị lệch đi trong nước nặng, 
(Deuterated water) trong khi dải 1656 cm” giữ không đổi. Sự thiếu các định 
nghĩa chính xác về cấu trúc phân tử của chitin và các liên kết hydro giữa các 
lớp chiủn không cho phép giải thích chính xác dải sóng này. Phô IR cho 
phép tính được độ deacety] hoá của chitin nhưng phương pháp này có sai sô 
lớn. 
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Hình 7.4 Phổ FTIR của chitin từ tôm thẻ chân trắng (Trung, 2011) 


Cấu trúc của chin có thể được hiểu rõ hơn khi nghiên cứu phổ NMR. Khí 
hoà tan chitin trong DCI có thuận lợi so với khi hoà tan trong nước là không 
bị gốc HDO che lấp bất kì proton nào. Phẻ cho thấy các mũi cộng hưởng 
của các proton của vùng anome (nói với C1) với œ acetyÌ và 8 anome ở các 
vị trí 5,43 và 5,05 ppm. H-1 của các'gốc N acetyÌ bên trong mạch cộng 
hưởng ở vị trí 5,07 ppm, chồng lên mũi proton B anome. Phổ NMR cho biết 
các tín hiệu của proton H-1 là lunA, IạuA và luiA. Tín hiệu của gốc deacetyÌ 
kì luan. Như vậy ta có thể suy ra công thức tính thành phần gốc acetyl hoá 
như Sau: 


E _ (ahA * lgtuA +linA }— lap, đ) 

(lun + lgmIA + lạyA ) 

Dề thấy rằng trên phổ chitosan, mũi cộng hưởng H-2 deacetyl hoá có cường 
độ cao hơn trong phổ chiún và mũi H-1A thì giảm đi nhiều. Như vậy phô 
NMR là một công cụ mạnh để nghiên cứu cấu trúc chitn/chitosan và động. 
học của quá trình deacetyl hoá. 








Hình 7.5 Phổ proton 1H NMR của chitin hoà tan trong DCI. 
Máy Bruker 500 (Thắng, 2011) 
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Hình 7.6 Phỏ proton 1H NMR của chitosan. Máy Bruker 500 (Thắng, 2014) 
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2. Tính chất 
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a) Chitin 

Chitin có màu trắng, cũng giống cellulose, chiún có tính kị nước cao (đặc 
biệt đối với œ-chitin) và không tan trong nước, trong kiềm, trong acid loãng 
và các dung môi hữu cơ như ete, rượu. Tính không tan của chitin là do 
chitin có cấu trúc chặt chẽ, có liên kết trong và liên phân tử mạnh thông qua 
các nhóm hydroxyl và acetamide (Urbanczyk và cộng sự. 1997). Tuy nhiên, 
cần lưu ý là B-chitin, không giống như ơ-chitin, có tính trương nở với nước 
cao. 


— Chitin hoà tan được trong dung dịch acid đậm đặc như HCI, HạPO; và 
đimethylacetamide chứa 5% lithium chloride. 


— Chitin tự nhiên có độ deacetyl đao động trong khoảng từ 8-]2%, phân tử 
lượng trung bình lớn hơn I triệu Dalton. Tuy nhiên, chiún chiết rút từ vi 
sinh vật thì có phân tử lượng thấp, chỉ khoảng vài chục ngàn Dalton. Khi 
đun nóng chitin trong dung dịch NaOH đặc thì chiún bị khử mắt gốc acetyl 
tạo thành chỉtosan. 


~ Khi đun nóng chitin trong dung dịch HCI đặc thì chitin sẽ bị thuỷ phân tạo 
thành các phân tử glucosamin có hoạt tính sinh học cao. 


~ Độ rắn (crystallinity) của chitin cao và biển đổi tuỳ theo từng loại chitin. 





2-Theta - Bcale 
Hình 7.7 Phổ nhiễu xạ tia X của chitin từ tôm thẻ chân trắng (Trung, 2011) 


Phô nhiễu xạ t tía X của của œ-chitin từ vỏ tôm (a) vả Ä-chitin từ xương mực 
cho thấy ở mẫu g-chitin có vòng nhiều xạ mạnh, ở vòng trong thì không có 
tính hydrat hoá mạnh. Trong khi ở mẫu ÿ-chitin thì có vòng tương tự nhưng 
có vòng nhiễu xạ yêu hơn, và có tính hydrat hoá mạnh. Ngoài ra, để hiểu rõ 
cấu trúc về sự sắp xếp của các mạch chỉtin và các liên kết hydro, người ta có 
nghiên cứu về cầu trúc tỉnh thể của chitin. 


) Chifosan 


Chitosan là một amino polysaccharide, được hình thành từ quá trình 
đeacetyl hoá chitin. Chitosan được phát hiện lần đầu tiên bởi Rouget vào 
năm 1859. Chitosan thường ở dạng vậy hoặc dạng bột có màu trắng ngà. 
Công thức cấu tạo của chỉtosan gân giông như chiún và cellulose, chỉ khác 
là chitosan chứa nhóm amin ở C thứ 2. Không giống như chitin chỉ tan trong 
một số ít hệ dung môi, chỉtosan tan tốt trong các acid hữu cơ thông thường 
như acid formic, acid acetic, acid propionic, acid citric, acid lactic. pKa của 
chitosan có giá trị từ 6,2 đến 6,8. Khi hoà tan chitosan trong môi trường acid 
loãng tạo thành keo đương. Đây là một điểm rất đặc biệt vì đa số các keo 
polysaccharide tự nhiên tích điện âm. Chitosan tích điện dương sẽ có khả 
năng bảm dính bề mặt các lon tích điện âm và có khả năng tạo phức với các 
ion kim loại và tương tác tốt với các polymer tích điện âm. Một số dung môi 
thường sử dụng đẻ hoà tan chitosan được trình bày ở Bảng 7.]. Chitosan 
không hoà tan trong nước, kiềm, cồn. 


Bảng 7.1 Các dung môi thường sử dựng để hoà tan chitosan 








Dùng môi Nồng độ thường sử dụng (3) 
Acid acetic 1-2 
Acid formic 1-2 
Acid lactic 1-2 
Acid propionic 1-2 
Acid HCI 0,25-0,5 
Acid citric 5-10 
Acid glutamic 1-3% 
Acid ascorbic 1-2% 





Độ deacetyl của chitosan 


Độ deacetyl của chitosan là một thông số quan trọng, đặc trưng cho tỉ lệ 
giữa 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose với 2-amino-2-deoxy-D- 

glueopyranose trong phân tử chitosan. Tính chất của chitosan như khả năng 
hút nước, khả năng hấp phụ chất màu, kim loại, kết dính với chất béo, kháng 
khuẩn, kháng nắm, mang DNA ...phụ thuộc rất lớn vào độ deacetyl hoá. 
Chitosan có độ deacetyl cao thì có khả năng hấp phụ chất màu, tạo phức với 
kim loại tốt hơn. Tương tự, khả năng kháng khuẩn, kháng nấm của chỉtosan 
cao hơn ở các mẫu chỉitosan có độ deacetyl cao. Cụ thê, khả năng kháng 
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khuẩn tốt đối với chitosan có độ deacetyl trên 90%. Tuy nhiên, chitosan khả 
năng hút nước của chỉtosan thì giảm đi khi tăng độ deacetyl. Kết quả nghiên 
cứu của Trung và cộng sự (2006) cho thấy khả năng hút nước của chitosan 
có độ deacetyl hoá thấp (75%) đạt đến 659% cao hơn nhiều so với chitosan 
có độ deacetyl hoá cao chỉ đạt 486% (Bảng 7.2). 
Bảng 7.2 Tính chất của chitosan có độ DD khác nhau. 
(Trung và cộng sự, 2006). 





Chùosan với độ deacetyl khác nhau 








Tính chất 
15% 87% 96% 
Độ nhớt (cP) 112‡95 1034+749 107.3 + 9,6 
Tính THỜ) TƯớC 659 +33 472+35 486 +20 
Độ tan (%) 994+041 90/6+0,3 995+02 
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Ngoài độ deacetyl thì sự phân bố của các nhóm glucosamin cũng ảnh hưởng 
đến tính chất của chitosan. Cụ thể. chitosan phân bố dạng ngẫu nhiên thì dễ 
tan hơn chỉtosan phân bố dạng khôi. 


D-D-A^A-D-D-A-A-D-D-D-A-D-D-A-D-D-A-A- 
Phân bố dạng ngẫu nhiên của phân tử chitosan 
D-D-D-D-D-D-D-D-D-A-A-A-A-A-A-A-A-A- 
Phân bó dạng block (dạng khối) của phân tử chitosan 
Phân tử lượng và độ nhớt của chitosan 


Phân từ lượng của chitosan cũng là một thông số quan trọng, nó quyết định 
tính chất của chitosan như khả năng kết dính, tạo màng, tạo gel, khả năng. 
hấp phụ chất màu. đặc biệt là khả năng ức chế vi sinh vật. Chitosan có phân 
tử lượng càng lớn thì có độ nhớt càng cao. Tuy nhiên, chitosan có phân từ 
lượng thấp thì thường có hoạt tính sinh học cao hơn, thường có nhiều ứng 
dụng trong nông nghiệp, y học và ' công nghệ sinh học. Chitosan có phân tử 
lượng lớn có khả năng tạo màng tốt và màng chitosan tạo thành có sức căng 
tốt. Thông thường, phân từ lượng của chỉtosan nằm trong khoảng từ 100 000 
Dalton đến 1 200 000 Dalton (L¡ và cộng sự, 1997). Phân tử lượng của 
chitosan phụ thuộc vào nguồn chiún và điều kiện deacetyl và thường thì rất 
khó kiểm soát. Độ nhớt của chítosan phụ thuộc vào phân tử lượng. Chitosan 


có phân tử lượng thấp có độ nhớt từ 30-200 €ps và chitosan có phân tử 
lượng lớn hơn 1 triệu Dalton có độ nhớt lên đến 3000-4000 cps. Ngoài ra, 
độ nhớt của chitosan còn phụ thuộc vào độ deacetyl, cường độ ion, pH, 
nhiệt độ. 

Độ rắn (crystallinity) của chitosan 

Độ rắn của chỉtosan phụ thuộc vào nhiều yếu tố như nguồn gốc chitin, độ 
đeacetyl hoá. phân tử lượng và quá trình xử lí chitin và chitosan. Độ rần 
phân tử của chitosan được trình bày ở Hình 7.8. 


2-Thet - Senle 


Hình 7.8 Phổ nhiễu xạ tia X của chitosan từ tôm thẻ chân trắng 
(Trung, 2011) 


Trên thị trường hiện nay có rất nhiều loại chitosan với tính chất và chất 
lượng rất khác nhau, thể hiện rất rõ ở hàm lượng protein, tro, độ đeacetyl và 
độ nhớt. + 
Khả năng kháng khuẩn, kháng nấm của chitosan 

Chitosan có khả năng ức chế nhiễu chủng vi sinh vật: vi khuẩn Gram âm. vi 
khuẩn Gram dương và vi nắm. Khả năng ức chế ví sinh vật của chitosan phụ 
thuộc vào độ deacetyl, phân tử lượng. So với chítin, chitosan có khả năng 
kháng khuẩn, kháng nắm tốt hơn vì chitosan tích điện dương ở vị trí C thứ 2 
ở pH nhỏ hơn 6. Chitosan có độ deacetyl cao trên 85% thì có khả năng 
kháng khuẩn, mpct: nấm tốt. Chitosan có phân tử lượng dưới 2000 Dalton 
thì khả năng ức chế vỉ sinh vật kém. Chitosan có phân tử lượng trên 9000 
Dalton thì có khả năng ức chế vi sinh vật cao (Jeon và cộng sự, 2000). Tuy 
nhiên, chitosan có phân tử lớn thì khả năng kháng khuẩn cũng thấp, 
Chitosan được hoà tan trong các dung môi hữu cơ như acid acetic, acid 
lactie và được sử dụng để xử lí kháng khuẩn, kháng nắm. Chitosan cỏ khả 
năng ức chế Šaplylococcus aurews. Bacillus cereus. Escherichia coli, 
Saccharomyces cerevisiae. Rhodotoruia giwtensis, Botrwis cinerea, 
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Rhizopus stolonjfer, Aspergillus niger. Nồng độ ức chế của chitosan phụ 
thuộc vào loại chítosan, loài vi sinh vật, điêu kiện áp dụng và thường sử 
dụng trong khoảng 0,0075% đến 1,5%. Ngoài ra, các dẫn xuất của chitosan 
cũng có khả năng kháng nấm, kháng khuẩn tốt. N-carboxymethylchitosan ở 
nồng độ 0,1-5 mg/ml trong môi trường pH 5,4 làm giảm khả năng sinh độc 
tố aflatoxin của 4spergillus flavus và Aspergillus parasiticus (Shahidi và 
cộng sự, 1999). 

Khả năng tạo màng của chitosan 


Chitosan có khả năng tạo màng rất tốt. Tính chất cơ lí của màng chitosan 
như độ chịu kéo, độ rắn, độ ngắm nước, phụ thuộc nhiều vào phân tử lượng 
và độ deacetyl hoá của chitosan. Chitosan độ deacetyl cao có ứng suất kéo 
và độ giãn dài giới hạn cao hơn màng chitosan độ deacetyl thấp, tuy nhiên 
chúng có độ trương nở thấp hơn. Ngoài ra, tính chất của màng chitosan phụ 
thuộc rất nhiều vào dung môi sử dụng hoà tan chỉitosan để tạo mảng. Độ rắn 
(crystallinity) của màng chitosan cũng phụ thuộc vào dung môi sử dụng. 
Bằng 7.3 Ảnh hưởng của hệ dung môi sử dụng đến ứng suất kéo, 
độ giãn dài giới hạn, độ trương nở của màng chitosan 
với độ deacetyl khác nhau (Trang Sĩ Trung, 2009). 















































Độ giãn di Độ trương nở (%) 
Dung môi Chítosan Chitosan | Chitosan 
độ độ độ deacetyl độ deacetyl | độ deacetyl 
deacetyl | deacetyl thấp thấp cao 
thấp cao 
Acidformic | 1864 35,35 0,95 403,90 69/81 | 
———__- 

Acidacetic | 2791 40,53 0,84 359,00 65,69 
Acid 1878 | * 35/71 0,88 45039 9735 
glycolic L L 
Acid citrie 24,80 36,55 185 3,30 437,24 7,54 





Các tính chất khác của chifosan 


Ngoài các tính chất nêu trên, chỉtosan còn có khả năng chống oxy hoá. Khả 
năng chông oxy hoá của chitosan cũng phụ thuộc vào độ đeacetyl, phân tử 
lượng và độ nhớt của chitosan. Chitosan có độ nhớt thấp thì có khả năng 
chống oxy hoá cao. Hơn nữa, chitosan có thể gắn kết tốt với lipid, protein, 
các chất màu. Do chitosan không tan trong nước nên chitosan km định hơn 
trong môi trường nước so với các poÌymer tan trong nước như alginate, 
agar. Khả năng tạo phức, hấp phụ với lipid, protein và chất màu phụ thuộc 
nhiều vào phân tử lượng, độ deacetyl hoá, độ rắn và độ tỉnh khiết của 
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chitosan và thường biến động lớn với các mẫu chitosan (Bảng 7.4), Chitosan 
có độ deacetyl cao thì thường hấp phụ màu tốt. 


Bảng 7.4. Khả năng hắp phụ chất màu, trương nở với nước và hấp phụ chất béo 
của một số loại chitosan thương mại (Cho và cộng sự, 1998) 





Sản Khảnănghấpphụchất Khảnăngtrươngnở  Khảnănghấp phụ 





phẩm màu (%) với nước (%) chất béo (%) 
l 80,0 + 1,8 671 +37 446 +: 24 
2 35,2 + 1,7 458 +12 314+6 
3 40,8 + 0,6 662 +16 444+24 
4 85,6+ 1,4 S06 +43 344+7 
5 72,8+ 0,8 805+6 535+09 





3. Tách chiết 


Khác với các polymer khác, trong quá trình nấu chiết, người ta thường hoà 
tan polymer ra dung dịch rồ: sau đó lọc, và tách dung môi để thu hồi dưới 
dạng rắn. Chitin ngược lai, khi tách chiết, người ta lại làm ngược với các 
polymer trong thực vật là lấy tắt cả các tạp chất ra khỏi vỏ giáp xác, phần 
còn lại sẽ là chitin. Cụ thể là người ta sẽ khử khoáng và protein, phần còn lại 
trong vỏ tôm cua là chitỉn. Chính điều này đã làm cho công nghệ sản xuất 
chitin đòi hỏi nhiều công sức. Việc làm tan khoáng không khó khăn trong 
khi làm cho protein tan ra khỏi lớp vỏ lại là một thách thức kĩ thuật do cấu 
trúc nhiều lớp đan xen giữa chitin và protein trong tự nhiên. 

Chitin tồn tại trong nguyên liệu dưới dạng liên kết với protein, khoáng nên 
trong quá trình sản xuất chỉtin cần phải khử các hợp chất phí chitin này ra 
khỏi chin. Các hợp chất phi chiưin bao gồm protein, chất khoáng, chất màu, 
lipid và các hợp chất khác với hàm lượng biến đổi tuỷ theo loại nguyên liệu. 
Ví dụ: hàm lượng khoáng trong vỏ ghẹ thÌ cao và trong nang mực ống thì 
thấp. Việc khử các thành phần phi chitin để sản xuất chitin từ phê liệu thuỷ 
sản có thể thực hiện bằng phương pháp hoá học, phương pháp sinh học hoặc 
phương pháp kết hợp hoá học với sinh học. Tuy nhiên, hiện nay các quy 
trình sản xuất chitin ở quy mô lớn chủ yếu sử dụng phương pháp hoá học. 
Phương pháp hoá học có ưu điểm như nhanh, đơn giản, dễ thực hiện ở quy 
mô lớn. Tuy nhiên, phương pháp hoá học cũng có nhiều nhược điểm như 
sản phẩm chitin, chỉtosan có phân tử lượng thập, độ nhớt thấp, dư lượng hoá 
chất lớn, ô nhiễm môi trường, ăn mòn thiết bị. 
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Quy trình sản xuất chiún thông thường gồm các công đoạn tách protein, 
tách khoáng, tẩy màu. Công đoạn tây màu ở các nước nhiệt đới như Việt 
Nam thường thực hiện kết hợp với quá trình phơi khô sản phẩm chitin. 
Quá trình khử protein 
Quá trình khử protein từ phế liệu thuỷ sản có thể thực hiện với nhiều hoá 
chất như NaOH, Na;CO;,NaẴHCO;, KOH, K;CO:. Ca(OH); hoặc có thể sử 
dụng vi sinh học hoặc enzyme. Một số điều kiện xử lí khử protein đối với 
các nguồn nguyên liệu khác nhau được trình bày ở Bảng 7.5. Tuỳ theo tính 
chất của nguyên liệu mà chúng ta có chế chọn chế độ đẻ khừ protein phù 
hợp. 

Bảng 7.5 Các điều kiện để khử protein trong quá trình sản xuất chitin 

từ các nguồn phế liệu khác nhau (No và Mayers, 1997) 


Chế độ khử protein 














Nguồn Nồng độ Kiềm — Nhiệt độ °C) ra Tỉ lệ (w/) 
Tôm hùm IN NaOH 100 12x5 l:5.5 
10% NaOH Nhiệt độ T2 ` 
phòng 

10% - NaOH 100 25 
15% _ NaOH 6§ 3 

Tôm 3% — NaOH 100 Ï š 
1% — NaOH 65 l 1:10 
% — KOH 90 bì 1:20 
4% — NaOH Đun sôi 1 Ề 
N NaOH 100 1 1:6 
5N NaOH 100 l * 

Tôm thẻ 5% NaOH Hồi lưu 2 1:15 ~20 

5% — NaOH 100 05 HÌ 
05% NaOH Đụn sôi 0,5 z3 
15% — NaOH 6S 3 1:10 

Cừa IN NaOH 80 3p lại 2 : 

lân) 

2% KOH 90 ? 1:20 
IN NaOH 50 6 - 
5% — NaOH 90 2 - 
IN NaOH 60 5 S 
5% NaOH 65 I 15 
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Đối với quá trình khử loại protein. nhiệt độ đóng vai trò quan trọng. ở nhiệt 
độ thường, quá trình tách protein diễn ra chậm, thời gian thuỷ phân từ một 
ngày dến vài ngày. Khi nâng nhiệt độ xử lí thì thời gian cần thiết để tách 
protein giám đáng, kể. Để rút ngắn thời gian tách protein chỉ còn vài giờ thì 
nhiệt độ cần đạt khoảng 90-100°C (Bảng 7.5). Ngoài ra, tỉ lệ giữa phế liệu 
với dung dịch hoá chất cũng đóng vai trỏ quan trọng quyết định hiệu quả. 
của quá trình tách protein. Đề tăng hiệu quả tách protein, trong nhiễu nghiên 
cứu quá trình tách protein được lập lại nhiều lần. 

Tuy nhiên. cần phải lưu ý là sử dụng nhiệt độ cao hoặc thời gian xử lí đài sẽ 
dẫn đến quá trình cắt mạch của sản phẩm chitin. Nồng độ kiêm sứ dụng ảnh 
hưởng đến chất lượng chitin và chitosan thu được. Nông độ cao thì khả năng 
thuỷ phân protein cao, thời gian xử lí ngắn, hàm lượng protein còn lại trong 
sản phẩm chitin thấp. Tuy nhiên, gây ra hiện tượng cắt mạch chitin và 
chitosan. Thông thường nồng độ kiềm sử dụng là 4%. Tỉ lệ giữa dung dịch 
kiểm và phế liệu cũng ảnh hưởng lớn đến hiệu quả tách protein. tỉ lệ 5/1 đối 
với nguyên liệu tươi và 15⁄1 đối với nguyên liệu khô thường được sứ dụng. 
Đê tăng cường hiệu quả của quá trình tách protein thì trong quá trình xử lí 
cần thực hiện khuấy đảo. Ngoài ra. kích thước của nguyên liệu cũng ảnh 
hưởng đến hiệu quả tách protein, do đó trong rất nhiều quy trình sản xuất 
chitin, phế liệu tôm được nghiền nhỏ đến kích thước từ 2-5 mm. Để đáp ứng. 
yêu cầu chất lượng của chitosan công nghiệp, thì hàm lượng protein còn lại 
trong sản phẩm chitin phải nhỏ hơn 1%. 


Quá trình khử khoáng 


Phế liệu thuỷ sản (tôm, cua) thường chứa một lượng khoáng khá cao (chủ 
yếu là muỗi canxi eacbonat và một ít canxi photphat). Vì vậy, một trong 
những công đoạn quan trọng trong quy trình sản xuất chitin là khử khoáng, 
Quá trình khử khoáng có thê thực hiện băng cách xử lí với các hoá chất sau: 
HCI, HNO;, H;SO¿. Tuy nhiên, thông thường quá trình khử khoáng được 
thực hiện trong dung dịch HCI loãng ở nhiệt độ phòng. Tương tự như quá 
trình khử protein, theo các công trình nghiên cứu đã công bó, chế độ khử 
khoáng cũng rất đa dạng, nồng độ HC! từ 0,5 N đến 2 N, nhiệt độ từ nhiệt 
độ rất thấp đến nhiệt độ phòng. Thời gian từ 0.5 giờ đến 48 giờ. 
Động học phản ứng của quá trình khử khoáng diễn ra rất nhanh ở thời gian 
đầu (trong vòng 30 phút) với hàm lượng khoáng giảm đến 90%, sau đó quá 
trình diễn ra rất chậm. Kết quả tương tự cũng được ghỉ nhận trong nghiên 
cứu của No và cộng sự (1989) và Percot và cộng sự (2003). Theo kêt quả 
nghiên cứu của Percot, sau 30 giây, 98% lượng acid HCI cho vào đã phản. 
ứng thể hiện quá trình khử khoáng diễn ra rất nhanh ở giai đoạn đầu. Ngoài 
ra, khi thực hiện công đoạn khử khoáng cân lưu ý đến tỉ lệ giữa nguyên 
liệu/acid vì nó ảnh hưởng quyết định đên hiệu quả khử khoáng. Tỉ lệ nguyên 
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liệu trên dung địch acid tương ứng 1:15 là tốt nhất khi nồng độ acid sử dụng 
là 4%. Trong quá trình ngâm acid thường thực hiện ở nhiệt độ thường, kết 
hợp với khuấy đảo, quá trình khử khoáng chưa đạt nếu vỏ còn cứng và 
không thấy bọt khí nổi lên, cần bể sung thêm acid. 
Tuỳ theo từng loại nguyên liệu và yêu cầu chất lượng của chitin mà chế độ 
khử khoáng áp dụng khác nhau (Bảng 7.6). Thông thường đối với phế liệu 
tôm thì nồng độ HC] sử dụng thấp hơn, khoảng 4-5%, so với xử lí phế liệu 
cua, ghẹ có thể xử lí lên đến 10%, hoặc khử khoáng nhiễu lần. 
Bảng 7.6 Các điều kiện để khử khoáng trong quá trình sản xuất chitin 

từ các nguồn phế liệu khác nhau (No và Mayers, 1997) 























Nguồn —_- CĐ chủ khong —- Tạ 
Nông độ HCI Nhiệt độ (°C) Thời gian (h) Tỉ lệ (w/v) 
Tôm hùm 2N Nhiệt độ phòng 5; 1:9 
2N Lạnh 48 1:55 
37% -20 4 - 
90% formic Nhiệt độ phòng 18 110 
1N Nhiệt độ phòng 2 1:15 
Tôm Sú IN Nhiệt độ phòng 0,5 1:3 
0,5N Nhiệt độ phòng - 111 
2,5% 20 1 1:10 
5% Nhiệt độ phòng = ki 
8% 30 § 1:10 
0/75N Nhiệt độ phòng 0.5 1:12 
1/25N Nhiệt độ phòng 0,5 1:12 
1/75N acetic 25 12 1:15 
6N Nhiệt độ phòng 1 _ 
Tôm thẻ 5% Nhiệt độ phòng 2 1:15~20 
5% Nhiệt độ phòng 1 l2 
1/25N Nhiệt độ phòng 1 x 
IN Nhiệt độ phòng 2 115 
Cua, ghe 1N Nhiệt độ phòng  Ì2 Lo VN. 
25% 20 1 1:10 
IN 20 3 - 
5% Nhiệt độ phòng 24 - 
6,1N Nhiệt độ phòng sấT" 
1N Nhiệt độ phòng. 0,5 1:15 
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Trong quá trình khử khoáng thì thường xảy ra quá trình cắt mạch chitin nên 
quá trình tách khoáng chỉ thực hiện ở nhiệt độ thường hoặc nhiệt độ thấp 
hơn để hạn chế quá trình đề polymer (Roberts, 1998). Ngoài ra, người ta có 
thể sử dụng EDTA để khử khoáng mà không ảnh hưởng nhiều đến mạch 
chiủn. Tuy nhiên, việc ứng dụng EDTA để khử khoáng chỉ được thử 
nghiệm ở quy mô nhỏ, chưa được áp dụng trên quy mô công nghiệp vì 
EDTA là một hoá chất tương đối đất tiền so với HCI. Gần đây, một số 
nghiên cứu đã ứng dụng các acid hữu cơ có nguồn gốc để tách khoáng như 
acid formic, acid acetic và acid lactic (Charoenvuttitham và cộng sự, 2006; 
Mahmoud và cộng sự, 2006). Ở các nghiên cứu này, nồng độ acid sử dụng 
từ khoảng dưới 1M đối với acid formic và acid lactic. Có thể sử dụng các 
acid này xử lí riêng hoặc kết hợp. Phương pháp sử dụng acid hữu cơ có 
nhiều ưu điểm hơn so với phương pháp sử dụng acid vô cơ như sản phẩm 
chitin và chitosan thu được có phân tử lượng lớn, độ tỉnh khiết cao và đây là 
phương pháp khử khoáng thân thiện hơn với môi trường. 


Trong sản xuất chitin, việc thực hiện công đoạn khử khoáng sau khi tách 
protein thì sản phẩm chitin cuối cùng sẽ có hàm lượng khoáng còn lại thấp 
hơn so với sản phẩm chitin trong quy trình bắt đầu bằng công đoạn tách 
khoáng. Điều này có thể giải thích là HCI sẽ có tác dụng tốt hơn đối với 
mẫu phế liệu đã qua công đoạn tách protein, HCl sẽ tiếp xúc tốt hơn với các 
chất khoáng có trong hể liệu, hoà tan vào trong dung dịch. Tuy nhiên, sản 
phẩm chitosan sản xuất từ chitin của quy trình bắt đầu bằng công đoạn khử 
khoáng sau đó khử protein có độ nhớt cao hơn (Lertsutthiwong và cộng sự, 
2002). Để nâng cao chất lượng chitin, người ta có thể tiến hành khử khoáng 
nhiều lần với nồng độ acid xử lí thấp. Để xác định chế độ xử lí khử khoáng 
phù hợp có thể dùng phương pháp thực nghiệm, kết hợp với tính toán dựa 
trên phương trình phản ứng hoá học. Sau công đoạn khử protein và khoáng, 
phế liệu được rửa sạch và chuyển sang công đoạn tẩy màu hoặc tiếp tục 
công đoạn đeacetyl. 


Quá trình tẩy màu 


Trong phế liệu tôm và cua có chứa một lượng lớn các chất màu, chủ yếu 
thuộc nhóm carotenoid: astacene, astaxanthin, canthaxanthin, lutein và 
ƒ-carotene. Việc liên kết của các chất màu này với các thành phần khác 
trong phế liệu như protein, khoáng, chiưin vẫn chưa được nghiên cứu đây đủ. 
Trong quá trình sản xuất chitin, để chitin có màu trắng đẹp thì cần có công 
đoạn tẩy màu. Việc tẩy màu này có thể thực hiện bằng cách phơi dưới ánh 
sáng mặt trời hoặc xử lí bằng các chất tẩy màu thông dụng như KMnO¿, 
HạO¿, NaOCI, NaHSO;. Thông thường H;O; và NaOC] được sử dụng nhiều 
nhất. Một số dung môi để tẩy màu chỉtin và điều kiện xử lí được trình bảy ở 
Bảng 7.7. 
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Tuy nhiên. quá trình tẩy mâu thường đi kèm với quá trình cắt mạch chitin 
nên dẫn đến chitosan có phân từ lượng thấp, độ nhớt thấp. Vì vậy, chế độ 
tây màu cần phải được nghiên cứu lựa chọn phủ hợp để hạn chế quá trình 
cất mạch chiún. Quá trình tẩy màu cần tiền hành nhanh. sử dụng nồng độ 
thích hợp cho từng loại nguyên liệu. Thông thường quá trình tây màu chỉ sử 
dụng đối với phề liệu tôm vì hàm lượng sắc tố cao, còn đối với xương mực 
thì không cân thiết phải có bước tây màu. 


Bàng 7.7 Điều kiện tầy màu trong công nghệ sản xuất chitin 
(No và Meyers, 1997) 











Nguồn phế ——————- Điều kiện tẩy màu : 
tiện Đung môi Nhiệt độ C) È° ng Tiệ 
Tôm hùm Ethanol + ether Nhiệt độ phòng. bang - 
NaOCI Lạnh - à 
Acetone + NaOCL Nhiệt độ phòng 15 1:10 
Tôm Acetone + - = 
1% KạMnO; Nhiệt độ phòng 60 - 
Tômthẻ — 0.5%H;O; Nhiệ độ phòng NHƯNQMA 
NaOCI Lạnh 30 ˆ 
Acetone + NaOCl Nhiệt độphòg — 15 1:10 
Cua Acetone - ° - 
3% HạO; ‹ : . 
Acidic HạO; Nhiệt độ phòng 360 1:20 
3% HO; 60 120 - 
0,32% NaOCL Nhiệt độ phòng 3 1:10 
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Chitin thu được từ nguyên liệu thuỷ sản tập trung ở 2 loại: œ-chitin và 
ÿ-chiún. Hàm lượng chiữn có trong từng loại phê liệu biến đổi theo từng 
loại phế liệu. Chitin sản xuất từ phế liệu tôm là -chitin và từ xương mực là 
ÿ-chitin theo những điều kiện xử lí có sự khác nhau vì cấu trúc nguyên liệu 
và thành phần nguyên liệu khác nhau. Điều kiện của quá trình tách protein 
và khoáng đối với phế liệu thuỷ sản khác nhau đối với mỗi loại nguyên liệu 
và yêu cầu chất lượng của sản phẩm chiún. Ngoài ra, quá trình tách khoáng 
và protein có thể thực hiện nhiêu lần nếu sử dụng HCI vả NaOH ở nồng độ 
thấp để đạt được độ tỉnh sạch theo yêu cầu của sản phẩm chitin. Đa, số 
nguyên liệu cần xử lí tách màu để đạt được sản phẩm chitin có màu trắng 
đẹp. ngoại trừ chitin từ phề liệu mực không cần bước tẩy màu (Bảng 7.7). 


Sử dụng enzyme và ví sinh vật trong công nghệ săn xuất chitin: xu 
hướng mới, công nghệ thân thiện môi trường 


Enzyme protease được nghiên cứu rất nhiều để khử protein của các loại phế 
liệu giáp Xác trong quá trình sản xuất chitin. Từ những năm 60 của thê kỉ 
trước, một số nghiên cứu về ứng dụng enzyme protease để thuỷ phân protein 
trong phế liệu giáp xác đã được thực hiện bởi Takeda và Abe (1962), 
Takeda và Katsuura (1964). Những năm tiếp theo và gần đây, sử dụng 
enzyme càng được quan tâm, thể hiện qua các nghiên cứu của Shimahara và 
Takiguchi (1988) đã dùng enzyme protease vỉ sinh vật từ Psewđomonas 
maltophilia để khử protein trong vỏ tôm, cua. Enzyme proteinase từ cá ngừ 
tại pH 8.6 và 37.5°C, papain tại pH 5.5 - 6,0 và 37,5°C. hoặc proteinase vỉ 
sinh ở pH 7,0 và 60°C trên 60 giờ cũng đã được nghiên cứu thuỷ phân 
protein trong quá trình sản xuất chitỉn. Sau khi xử lí với enzyme, hàm lượng 
protein còn lại trong chiún khoảng 5%. Nellie Gagne và cộng sự (1993) đã 
dùng hai enzyme protease là chymotrypsin và papain để thuỷ phân protein 
trong phé liệu tôm đã được khử khoáng đê thu hồi chitn. Các điều kiện tối 
ưu cho công đoạn khử protein bằng chymotrypsin là nhiệt độ trong khoảng 
40C, pH 8,0 và tỉ lệ enzyme với phế liệu tôm (E/W) là 7:1000 (w:w). Với 
papain, nhiệt độ là 38°C, pH 8,7 và E/W là 10:1000 (w: "W). Lượng protein 
còn lại trong phế liệu tôm sau khi khử protein là khá thấp, cụ thể là 1,3 và 
2,8% đối với các mẫu xử lí chymotripsin và papain. Synowiecki và cộng sự 
(2000) dùng enzyme alcalase để thuỷ phân protein từ phế liệu tôm Crangon. 
thu hồi được 64.3% protein. Sử dụng protease đề thay thế cho NaOH khắc 
phục được các hạn chế của việc sử dụng hoá chất. Tại Việt Nam, một số 
hiên cứu đã ứng dụng protease (papain. alcalase, protamex, flavourzyme) 
để khử protein trong quá trình sản xuất chitin. 
Dưới đây, một số quy trình sản xuất chitin sử dụng enzyme protease được 
trình bày: 
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Quy trình sản xuất chitin ứng dụng papain để khử protein 
(Trần Thị Luyến, 2000) 



























'Ngâm HCI 10%, tỷ lệ 1:10; Ngâm HCI 10%, tỷ lệ 1:5; 
tÚC phòng; 5giờ tC phòng; 5giờ 
I ] 
Rửa sạch 
Khử protein bằng. papain 13%, tý lệ 1:5; pH = 5+5,5; 











ỨC = 70:80'C; 


Rửa sạch, tẩy, làm khô ở 60°C 


Trong quy trình này, quá trình khử protein được thực hiện bằng enzyme 
papain để thay thế xử lí bằng NaOH. Việc sử dụng papain cho phép hạn chế 
ô nhiễm môi trường, lượng papain dồi dào thu nhận từ thực vật. Ngoài ra, 
protein trong dịch thuỷ phân có thể sử dụng bỏ sung vào thức ăn gia súc. 














Quy trình sử dụng enzyme Flavourzyme trong công nghệ sản xuất 
chitin từ phế liệu tôm (Trang Sĩ Trung và cộng sự, 2007) 


Phế liệu vỏ đầu 
tôm thẻ 


Tỉ lệ alealase/phể liệu: 0,1% 
Thời gian: 6 giờ 

Nhiệt độ: S0*C 

pH:6,5 







Xay nhỏ (0,5-0,6 em) 


Khử protein bằng 
enzyme Flavourzyme 


E=_] 


Rửa trung tính 













Thu dịch protein 
astaxanthin 








—_k 


Khử protein còn lại bằng Rửa trung tính |— 
NaOH loãng 





Khử khoáng bằng HCl 











Các enzyme tripsin, pepsin và papain cũng được nghiên cứu đề thuỷ phân 
carotenoprotein từ vỏ tôm Ä4efapenaeus monoceros (Chakrabarti, 2002). Kết 
quả cho thấy, trypsin có hiệu suất thu hồi carotenoid cao nhất là 55% trong 
4 giờ ở 28°C, pepsin và papain chỉ thu được 50%. 

Tóm lại, có nhiều nghiên cứu và triển khai thử nghiệm sử dụng protease để 
thuỷ phân protein trong quá trình sản xuất chitin tử phế liệu thuỷ sản. Tuy 
nhiên, các kết quả nghiên cứu cho thấy sử dụng enzyme không khử triệt để 
được protein từ phế liệu thuỷ sản. Vì vậy, để triển khai ở quy mô sản xuất 
lớn cần nghiên cứu thêm để nâng cao hiệu quả quy trình có sử dụng 
enzyme. 

Sử dụng acid hữu cơ đễ khử khoáng trong sản xuẤt chitin 

Khử khoáng là một trong những công đoạn chính của quá trình sản xuất 
chitin từ phế liệu thuỷ sản. Thông thường quá trình khử khoáng được thực 
hiện bằng HCI. Tuy nhiên, quá trình xử lí bằng acid HCl có một số nhược 
điểm như cắt mạch của chitin, ăn mòn thiết bị và gây ô nhiễm môi trường. 
Vì vậy, một số nghiên cứu đã tiến hành thử nghiệm quá trình khử khoáng, 
bằng lên men lactie hoặc sử dụng các acid hữu cơ như acid lactic, acid 
acetic thu nhận từ các quá trình sinh học. Charoenvuttiham và cộng sự 
(2006) đã sử dụng hỗn hợp acid hữu cơ (0,25M HCOOH và 0,25M acid 
eitric CzHạO; theo tỉ lệ 1:2, v/v) là 1:28 (w/v) để tách khoáng đạt được độ 
tỉnh sạch của chitin thu được là 88,1 + 1,8%. Mahmoud và Ghali (2006) đã 
dùng các acid hữu cơ (lactic acid và acetic acid) từ quá trình lên men nước 
ván sữa để khử khoáng của vỏ tôm, cua. Kết quá cho thấy hiệu quả của việc 
dùng lactic acid hoặc acid acetic để khử khoáng tương đối cao, tuy có thấp 
hơn acid citric khi khử khoáng bằng HCI. Điều kiện thích hợp để khử 
khoáng bằng acid hữu cơ: tỉ lệ nguyên liệu và acid là 1:20, nhiệt độ 24C, 
thời gian 2 giờ. Với điều kiện trên, khoáng được khử khỏi vỏ tôm đạt 97,4% 
đối với acid lactic, 86,4% đối với acid acetic. Việc dùng các acid hữu cơ để 
khử khoáng là một phương pháp đầy hứa hẹn vì các lí do sau: 

+ Các acid hữu cơ ít gây tác hại đối với môi trường. 

+ Các acid hữu cơ có thẻ giữ được những đặc tính của chitin. 


+ Các acid hữu cơ được sản xuất bằng các phương pháp sinh học sử dụng 
nguồn nguyên liệu có giá trị thấp hoặc phế liệu của các quá trình sản xuất công 
nghiệp. 

+ Các muối hữu cơ thu được từ quá trình khử khoáng có thể được dùng như 
là chất bảo quản thực phẩm. 
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Khi sử dụng acid hữu cơ đề tách khoáng thì chỉtin, chitosan thu được có độ 
tỉnh sạch cao, có thể đáp ứng về yêu cầu độ tỉnh sạch của chitin trong y 
dược, thực phẩm. Ngoài ra, chitin, chitosan thu được có phân tử lượng lớn 
và độ nhớt cao. 


Sản xuất chitosan 


Quá trình sản xuất chítosan từ chitin được thực hiện bởi công đoạn deacetyl 
(deacetylation), đây là quá trình tách nhóm acetyl khỏi phân tử chitin. 
Thông thường quá trình đeacety! được thực hiện bằng cách ngâm chitin 
trong dung dịch NaOH hoặc KOH đậm đặc. Nông độ thường sử dụng từ 40 
đến 50%, ở nhiệt độ 100°C hoặc cao hơn. Công đoạn deacetyl được thực 
hiện ở các chế độ rất đa dạng, phong phú, tuỳ thuộc vào nguồn chitin và yêu 
cầu về tính chất của chitosan.. 

Ngoài ra, người ta có thể sử dụng acid đặc để thực hiện quá trình deacetyl. 
Tuy nhiên, việc xử lí bằng acid đặc thường kèm theo quá trình cắt mạch của 
polymer, do đó thực hiện deacetyl trong môi trường kiêm đặc vẫn là phương 
pháp thường được sử dụng. 


Quá trình deacetyl theo phản ứng sau: 


Bằng 7.8 Các điều kiện deacety! thường sử dụng đối với 
các nguồn chitin khác nhau 

















Điều kiện deacetyl 
Nguồn gốc chítin Nồng độ kiềm bù Eng Thời gian (h) Fhành 
Tôm hùm 55% KOH 100-140 045 — 1,5 1:100 
Cua 4% NaOH 60,110 1/2x1~4 - 
40% NaOH 10 - 
Tôm sú 50% NaOH 100 0,5—5 - 
50% NaOH 145-150 1/12, 1⁄4 1:10 
50% NaOH 60 mì Lá 
50% NaOH 100 0,5x2 t:l5 
50% NaOH 100 0/75x2 1:15 
50⁄% NaOH 95 3 . 
“Tôm thẻ 50% NaOH 30 24— 144 1:14— %6 
60% KOH 100 1 l:65 
50% NaOH 100 2 - 


Hiệu quả của quá trình đeacetyl phụ thuộc vào nhiều yếu tố. Dưới đây, các 
nhân tô ảnh hưởng chính được trình bày: 


— Nhiệt độ của quá trình đeacetyl: Nhiệt độ càng cao thì quá trình deacetyl 
diễn ra càng nhanh. Sản phẩm chitosan thu được có độ deacetyl cao. Tuy 
nhiên, nhiệt độ cao ảnh hưởng lớn đến phân tử lượng của chitosan. 


~ Thời gian và nồng độ kiềm: Quá trình deacetyl diễn ra nhanh ở giai đoạn 
đầu. Theo Wu và Bough (1978), quá trình deacety] đạt được 68% trong thời 
gian 1 giờ khi thực hiện đeacetyl với nồng độ 50% NaOH ở nhiệt độ 100C. 
Tuy nhiên, quá trình deacety1 diễn ra chậm lại, sau 5 giờ chitosan chỉ đạt 
được 78% DD. Kết quả của nghiên cứu này cũng cho thấy, sau 2 giờ xử lí 
độ deacetyl không thay đổi nhiều so với 1 giờ mà chỉ có phân tử lượng của 
chitosan xử lí sau 2 giờ giảm đáng kẻ, điều đó cho thấy, từ sau 1 giờ đến hết 
2 giờ, chủ yếu diễn ra quá trình cắt mạch chitosan. Ngoài ra, nồng độ kiềm 
cũng ảnh hưởng đến chất lượng chitosan. Nếu nông độ kiểm quá cao thì sẽ 
ảnh hưởng đến độ nhớt và phân tử lượng của chitosan. Tuy nhiên, nêu nồng 
độ kiềm xử lí nhẹ dẫn đến sản phẩm chitosan sẽ không tan hoặc tan không 
hoàn toàn. 
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: dung dịch NaOH thường 
1:15. 


— Tỉ lệ giữa chitỉn và dung địch kiểm: Tỉ lệ chỉti 
dùng là 1:10, trong một số nghiên cứu sử dụng tỉ 





~ Ảnh hưởng của chất lượng chitủn ban đầu: nếu chitin ban đầu không được 
chiết rút trong điều kiện phù hợp (ví dụ: xử lí tách khoáng ở nông độ acid 
HCI quá cao, thời gian dài) thì chitin bị cắt mạch dẫn đến chitosan thu được 
có phân tử lượng và độ nhớt thấp. Kích thước của chitin ban đầu. kích thước 
hạt càng nhỏ thì quá trình deacetyÌ hoá diễn ra nhanh và sản phẩm chitosan 
thu được có chất lượng cao hơn (độ nhớt, phân tử lượng. độ tan tốt hơn). 


~ Điều kiện môi trường xử lí: Để hạn chế sự cất mạch chitin trong quá trình 
đdeacetyl hoá, người ta thực hiện công đoạn này trong môi trường khí nitơ để 
hạn chế sự tiếp xúc với oxy không khí. Kết quả nghiên cứu của Bough và 
cộng sự (1978) khăng định deacetyl hoá trong môi trường khí nitơ thì tạo ra 
sản phâm chỉtosan có phân tử lượng và độ nhớt cao hơn sản phẩm chỉtosan 
được deacetyl hoá trong môi trường không khí. 


Quá trình deacetyl diễn ra chậm, đặc biệt ở nhiệt độ thấp. vì vậy muốn rút 
ngăn thời gian sản xuất thì công đoạn deacetyl nên thực hiện ở nhiệt độ cao. 
Độ deacetyl của sản phẩm chitosan thu được phụ thuộc nhiều vào các yếu tố 
nồng độ NaOH sử dụng, nhiệt độ và thời gian xử lí. Nồng độ NaOH và nhiệt 
độ xử lí càng cao thì độ deacetyl đạt cảng cao. Tuy nhiên, phân tử lượng của 
sản phẩm chitosan thu được sẽ thấp. 


Để đạt được độ đdeacety] cao trên 90% thì một thì cần thực hiện quá trình 
đeacetyl nhiều lần. Kết quả nghiên cứu của Trung và cộng sự (2006) cho 
thây muốn chitosan thành phẩm đạt được độ deacetyl 96% khi sử dụng 
chitin từ phế liệu tôm thì cần phải thực hiện công đoạn deacetyl ở nhiệt độ 
65°C và xử lí 2 lần (Bảng 7.9). Thực hiện quá trình deacetyl một lần khó đạt 
được độ deacetyl cao trên 90% vì giai đoạn cuối của quá trình đeacetyl thì 
tốc độ tách nhóm acetyl diễn ra rất chậm. Tuy nhiên, sau khi rửa sạch mẫu 
và tiếp tục deacetyl thì quá trình deacetyl diễn ra nhanh hơn và đạt được độ 
đeacetyl cao. 


Bảng 7.9 Độ deacetyl hoá của chitosan ở các điều kiện xừ lí khác nhau 








{Trung và cộng sự, 2006). 
Nông độ NaOH Nhiệt độ Thời gian Số lần xửlí — Độ deacctyl 
(%) ứŒQ@ (giờ) lặp lại (%) 
50 40 24 I 75 
50 65 20 1 §7 
50 65 20 2 9% 
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Tuy nhiên, cần phải lưu ý là chế độ deacetyl ảnh hưởng lớn đến phân từ 
lượng và độ nhớt của chitosan của sản phẩm chitosan, chế độ deacetyl cảng 
cao (nông độ NaOH cao, nhiệt độ cao, thời gian dài) thì chitosan thu được 
có phân tử lượng thấp (Bảng 7.10). Do đó, để đạt được độ nhớt cao, phân tử 
lượng lớn thì thực hiện quá trình deacetyl ở chế độ phù hợp, không nên sử 
dụng nông độ NaOH quá cao, nhiệt độ quá cao. 

Bảng 7.10 Phân từ lượng của chitosan ờ các điều kiện 

deacetyl hoá khác nhau (Methacanon và cộng sự, 2003) 








Điều kiện xử lí Phân tử lượng *10”Ÿ (dalton) 
NaOH 40%, 80°C, 120 phút 8/74 
NaOH 40%, 100°C, 60 phút 4,58 
NaOH 60%, 80°C, 60 phút 10,9 
NaOH 60%, 80°C, 120 phút 8,87 
NaOH 60%, 100°C, 60 phút 4,3 
NaOH 60%, 100°C, 120 phút 3,22 





Deacetyl bằng phương pháp sinh học 


Quá trình đeacetyl bằng phương pháp sinh học được nghiên cứu khá nhiều 
nhưng chủ yếu thực hiện ở quy mô phòng thí nghiệm (Araki và Ito, 1974; 
Martinou và cộng sự, 1995; Tokuyasu và cộng sự, 1997; Martinou và cộng 
sự, 1998; Shrestha và cộng sự, 2004; Stevens. 2005). Chitin đeacetylase 
(CDA) thu nhận từ nấm 4siđiz coerulia được sử dụng để thử nghiệm 
deacetyl chiún. Áp dụng enzyme để deacetyl chiún có nhiều ý nghĩa như 
nâng cao chất lượng sản phâm chitosan (đặc biệt là độ nhớt và phân tử 
lượng), tránh sử dụng hoá chất đậm đặc (NaOH đặc), hạn chế ô nhiễm môi 
trường, Các kết quả cho thấy quá trình deacetyl bằng CDA chủ yếu thực 
hiện đôi với chitin đã deacetyl một phần (partialli deacetylated chitin), còn 
đối với chitin tự nhiên thì còn quá trình đeacetyl bằng CDA không hiệu quả. 
Hiệu quả deacetyl của CDA sẽ được tăng lên nếu chitin được xử lí giảm độ 
rắn trước khi deacetyl bằng CDA (Stevens, 2005). 
Việc giảm độ rắn có thể kết hợp với việc giảm kích thước của hạt chitin để 
nâng cao hiệu quả quá trình deacetyl bằng enzyme. Quy trình sản xuất chitin 
tỉnh khiết có độ rắn thấp, kích thước nhỏ bằng phương pháp hoà tan trong, 
methanol-CaCl; và kết tủa có hiệu quả cao, dễ thực hiện, chất lượng chitin 
thu được tốt, ứng dụng có hiệu quả trong việc deacetyl bằng CDA. Với loại 
chitin này, quá trình deacetyÌ hoá bằng enzyme CDA có thê thực hiện với độ 
DD từ 15 đến 85% (Stevens, 2005). 
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Sản xuất glucosamine bằng phương pháp sinh học 


Glucosamine được sản xuất từ chitin của mực theo công nghệ mới sử dụng 
enzyme chitinase chiết rút từ vi sinh vật (Sethakaset và cộng sự, 2008). 
Phương pháp. này có ưu điểm là không sử dụng hoá chất nên dịch thuỷ phân 
chitin \ không cần phải trung hoả, quá trình rửa nhanh. glucosamine thu được 
có chất lượng cao. Chitin từ xương mực với yêu cầu độ âm <6%, hàm lượng 
khoáng và proteìn <1%. ở dạng bột mịn. Tiếp theo tiền hành thuỷ phân bằng 
enzyme chitinase được thu nhận từ Aspergillus +». Thuỷ phân trong điều 
kiện pH 4, nhiệt độ 50-55°C, thời gian 48 giờ. Tiếp theo bất hoạt enzyme ở 
nhiệt độ 100°C, thời gian 15 phút. Tiến hành lọc. loại bã và khử màu bằng 
than hoạt tính. Sau bước loại màu, dung địch được cô đặc đến độ khô 
khoảng 20-25% và tiếp đến sản phẩm rửa bằng cồn, sây ở nhiệt độ thấp thu 
được gÌucosamine thành phẩm. Phân tích đánh giá chất lượng trước khi đưa 
vào sản xuất sản phẩm chức năng. 


Chitin 


'Thuỳ phân bằng enzyme chitinase, pH = 4, 
nhiệt độ 50-55°C, thời gian 48 giờ. 











Bắt hoạt enzyme ở 100°C, thời gian 15 phút 


—_i 


Khử màu bằng than hoạt tinh 




















[ _ Ngâm rửa bằng cồn có khuấy đảo, 30 phút 


_Ì 


[ Sây chân không, 40-45°C, 12 giờ Ì 
T 


Xác định chất lượng và đánh giá 
chất lượng 


Hình 7.9 Quy trình sản xuất glucosamine bằng phương pháp enzyme 




















4. Ứng dụng 

a) Ứng dụng của chữin 

Chitin có độc tính thấp và trơ trong hệ thống tiêu hoá của động vật có vú. 
Nó có thể bị phân huỷ sinh học do tồn tại các enzyme chitinase phân bố 
rộng rãi trong tự nhiên như vi khuẩn, nấm, thực vật, hệ tiêu hoá của nhiều 
loài động vật. Chitinase liên quan đến sự tự vệ của vật chủ chống lại sự xâm 
nhập của vì khuẩn. Lysozym từ lòng trắng trứng, cây đu đủ phân huỷ chitin 
và vách tế bảo vi khuẩn. 


Chiuún được dùng để chuẩn bị cột sắc kí ái lực đẻ cô lập các lectin và xác 
định cấu trúc của chúng. Chitin và 6-0- -carboxymethyl-chitin hoạt hoá các 
đại thực bào ở màng bụng trong cơ thể sông, ngăn chặn sự phát triển của tế 
bào khối u ở chuột và kích thích sức chống đỡ không đặc hiệu đối với 
£. coli. Chitin còn làm cho quá trình liền vết thương diễn ra nhanh hơn. 





Chiún được ứng dụng rộng rãi trong kĩ thuật cô định tế bào và enzyme trong 
công nghệ thực phẩm. Do tính chất phân huỷ sinh học, không độc. trơ về 
sinh lí, kháng khuân. ưa nước, tạo gel và ái lực với protein. chitin được ứng, 
dụng trong nhiều lĩnh vực khác như biosensor. 

Vật liệu trên nền chitin dùng xử lí chất thải công nghiệp, hấp thụ các phức 
chất. 

Chitin có thể chế tạo thành sợi hay màng mỏng và ứng dụng trong công 
nghiệp giấy. Tuy vậy ứng dụng mạnh nhất của chitin dạng sợi và màng 
mỏng là trong y dược như vật liệu băng vết thương và giải phóng chậm 
thuốc. 

Oligomer chitin đã được xác nhận có tính chất chống ung thư và với DP=§ 
nó có hoạt tính trong việc điều khiển quá trình quang hợp của bắp và đậu 
nành. 

%) Chitosan và dẫn xuất 

Chitosan và dẫn xuất của chúng có rất nhiều ứng dụng trong nhiều lĩnh vực 
như nông nghiệp, công nghiệp thực phẩm, công nghiệp nhẹ. y học và một số 
ngành khác (Hirano, 1996; Trung và cộng sự. 2005: Lee và cộng sự, 2009). 
Các ng dụng chính được trình bảy khả chỉ tiết trong sách Chitin-Chitosan 
từ phế liệu thuỷ sản và ứng dụng (Trung và các tác giả. 2010), ở đây chỉ 
trình bảy ngắn gọn các ứng dụng chính hoặc ứng dụng mới của chitin và 
chitosan. 


133 


134 


©) Ứng dụng trong thực phẩm và thức ăn gia súc 

+ Chất kháng vi sinh: kháng khuẩn, kháng nắm. 

+ Chất phụ gia: chất tạo độ cứng, chất tạo keo. 

+ Chất kiểm soát dinh dưỡng vì có khả năng hấp thụ mỡ và cholesterol. 
+ Chất cô định enzyme. 

+ Chất xử lí màu. 

+ Chất mang hoạt tính sinh học trong thức ăn gia súc. 

+ Chất thu hỗi protein và chất hấp thụ tannin. 

4) Ứng dụng trong xử lí môi trường 

+ Xử lí màu trong nước thải (đặc biệt là nước thải các nhà máy dệt nhuộm). 
+ Xử lí kim loại trong nước thải. 


+ Xử lí chất huyền phù trong nước thải, cô đặc nồng độ thải để giảm thể tích 
nước thái cần phải xử lí. 


+ Màng lọc sinh học. 

©) Ứng dụng trong công nghệ sinh học 

+ Lâm giá thể hoạt hoá cho công nghệ có định tế bào và enzyme. 
+ Làm chất mang cho công nghệ cố định DNA dùng trong y học. 
+ Màng lọc sinh học. 

+ Tổng hợp polymer sinh học. 

0) Ứng dụng trong y học và mĩ phẫm 

+ Da nhân tạo. 

+ Màng làm đông máu. 

+ Băng sinh học kháng khuân. 

+ Chỉ tự tiêu trong y khoa. 

+ Chất kích hoạt làm tăng quá trình lành vết thương. 

+ Vật liệu sinh học trong công nghệ răng nhân tạo. 


+ Chất mang và kiểm soát việc giải phóng thuốc. 


ø) Ứng dụng trong nông nghiệp 

+ Bảo quản hạt giống. 

+ Chất kích hoạt sinh học cho cây và vật nuôi. 

+ Chất mang hoạt tính sinh học trong phân vỉ sinh. 

+ Chất kháng nắm, kháng khuẩn. 

+ Phân sinh học. 

+ Chất hoạt tính sinh học bổ sung cho thức ăn gia súc. 
) Các ứng dụng khác 


+ Chất làm tăng độ bất màu, chất kháng vi sinh vật trong công nghệ dệt 
nhuộm, vải sợi, ứng dụng trong công nghệ làm vải côn, vài chịu nhiệt. 

+ Chất kháng nắm trong công nghệ sơn. 

+ Chất nên, chất mang trong công nghệ sắc kí. 

+ Chất phụ gia trong công nghiệp giấy. 

Chitosan có khá năng tạo màng rất tốt. Màng chitosan có tính kháng khuẩn, 
khả năng ngăn cản không khí cao nên nó được sử dụng trong lĩnh vực thực 
phẩm, mảng bao kiêm soát quá trình giải phóng thuốc, màng lọc, mảng để 
cố định tế bảo. enzyme. mảng bọc hạt giống. Tính chất cơ lí của màng 
hitosan như độ chịu kéo, độ răn, độ ngắm nước, phụ thuộc nhiều vào phân 
tử lượng và độ deacetyl hoá của chitosan. Sức căng của mảng chitosan phụ 
thuộc nhiều vào phân tử lượng cúa chỉtosan. Trong công nghệ thực phẩm, 
màng chitosan được dùng để bao bọc thực phẩm, giúp hạn chế khả năng mắt 
nước cũng như chống lại phát triển của vi sinh vật trên thực phẩm trong quá 
trình bảo quản. Như vậy, việc dùng màng chitosan bao bọc thực phẩm có 
thể kéo dài thời gian bảo quản, giảm sự hư hỏng do vi sinh vật gây ra hay do 
sự mất nước. Chỉitosan cũng được ứng dụng làm chất kết dính, chất liên kết. 
Chitosan có thể gắn kết tốt với lipid, protein, các chất màu. Nhờ độ nhớt cao 
nên chitosan có tính kết dính cao, đồng thời do tính chất không tan trong 
nước nên khi được sử dụng làm chất kết dính thì nó thể hiện tính bên cao 
hơn trong môi trường nước so với các polymer tan trong nước như alginate, 
agar. Khả năng kết dính phụ thuộc nhiều vào phân tử lượng, độ deacetyl 
hoá, độ rắn và độ tỉnh khiết của chỉtosan. Chitosan được ứng dụng nhiều 
trong công nghệ xử lí nước thải vì có khả năng hấp phụ kim loại nặng, các 
chất hữu cơ, chất màu. 
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Trong ngành công. nghệ sinh học, chỉtosan cũng có rất nhiều ứng dụng trong 
cô định enzyme, cô định tế bảo, nuôi cấy mô. chất kích thích tố. Trong y 
học, chúng giúp đây nhanh quá trình làm lành vết thương hình thành mô da. 
Điều này rất quan trọng, đặc biệt đối với các bệnh nhân bị tiêu đường. 
Chitin và các dẫn xuất có thể được áp dụng một cách an toàn với động vật, 
cũng như con người. Các hình thức khác nhau của các sản phẩm chitin dùng 
cho các ứng dụng y tế ở đạng bột, màng, keo. 


Chiún và dẫn xuất của chúng làm tăng quá trình sinh ra các protein bảo vệ 
chẳng hạn như lyzozym. Việc ứng dụng chitosan làm chất kiểm soát quá 
trình giải phóng thuốc và các chất có hoạt tính sinh học (Insulin. Vitamin. 
ADN). Ngoài ra. chỉtosan được sử dụng trong việc giảm béo vì chitosan gắn 
kết với chất béo trong dạ dày trước khi nó được tiêu hoá, do đó bẩy 
chất béo và ngăn ngừa sự hấp thụ của nó bằng đường tiêu hoá. Chất béo liên 
kết với các chất xơ chỉitosan, tạo thành một khối mà cơ thể không thẻ hấp 
thụ. và được loại bỏ bởi cơ thể. Chitosan tích điện đương nên có khả năng 
tương tác hoá học với các chất béo tích điện âm và các acid của mật (Lee và 
cộng sự, 2009). 


CHƯƠNG 8 
COLLAGEN - GELATIN 


1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 


Collagen là loại protein có nhiều nhất trong động vật có xương sống và 
chiếm tới 30% protein của cơ thể. Cấu trúc collagen đã được nghiên cửu 
trong nhiều thập niên và được xác nhận tính chất đều đặn trong cầu trúc vào 
thập niên 1930. Từ đó có nhiều nghiên cứu được tiến hành bao gồm các nhà 
hoá học lỗi lạc được giải Nobel như Pauling, Crick. Collagen tạo bởi 3 
chuỗi polypeptide xoắn với nhau thành dạng hình gậy (rod). Có ít nhất 28 
loại collagen, đánh. số từ I-XXVIH. Collagen loại I phổ biến nhất trong các 
mô liên kết, bao gồm gân, xương và đa. Nó cũng có trong giác mạc, mạch 
máu. dây chẳng, Tuột, đĩa sụn xương sống. Các nguyên bào sợi (fi Ibroblast) 
là các tế bào phô biến tạo nên collagen. Collagen đã được biết đến từ xa 
xưa trong công nghệ thuộc da. Từ đó đến nay, collagen đã có nhiều ứng 
dụng từ công nghiệp, thực phẩm cho đến mĩ phâm và y dược. 


2. Cầu trúc hoá học 


Các tropocollagen hay phân tử collagen là một thành phần của sợi collagen 
kết hợp. Nó có chiều dài khoảng 300 nm, đường kính 1,5 nm, tạo bởi 3 
chuỗi polypeptide có cấu trúc xoăn trái, gọi là sợi ba, hay super helix. Đó là 
một câu trúc bậc bốn tạo nên bởi các liên kết hydro. 


Collagen được tạo thành từ ba sợi polypeptide xoắn lại với nhau trong đó 
thường có hai sợi giống nhau (œ1) và một sợi thứ ba có thành phần hoá học 
khác một ít (g2). Các acid amin trong mạch collagen có trình tự glycine- 
proline-X và glycine-X-hydroproline, với X làm một acid amin khác 
glycine. proline và hydroproline. 

Thành phần hoá học của collagen từ da động vật có vú và đa cá có tính 
tương đồng tuy có khác nhau đôi chút. Riêng da cá sống ở vùng nước lạnh 
và vùng nước âm cũng khác nhau. 


Proline hay hydroproline chiếm 1⁄6 toàn bộ chuỗi trong khi glycine chiếm 
khoảng 1⁄3. Điều đó có nghĩa là ba loại acid amin này chiếm một nửa lượng 
acid amin của toàn bộ chuỗi. còn một nửa là các acid amin khác. Hàm lượng. 
glycine cao là rất quan trọng cho việc ổn định sợi xoắn vì nó cho phép các 
sợi kết hợp với nhau gần hơn, tạo điều kiện cho các liên kết hydro dễ dàng 
hơn, và tạo nên các liên kết giữa các phân tử. Sự lập lại đều đặn của glycine 
là rất ít BẶP trong các protein khác cho thấy tình đặc thù của collagen. Khi 
quan sát sợi collagen trên kính hiển vi điện tử, ta thấy các vân đều đặn dọc 
trục có khoảng cách 67nm. Các nhóm bên của acid amin không cần thiết 
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cho việc tạo. nên cấu trúc của protein, tuy nhiên collagen không đơn thuần là 
một protein cấu trúc. Do vai trò chính của nó trong việc xác định kiểu hình 
của tế bào, tính dính sinh học của tế bào, điều hoà mô và khung cơ bản của 
mô, nhiều phần của mạch không chứa proline có vai trò điều hoà hoặc kết 
hợp tế bào. Vùng có nhiều proline và hydroproline, với các nhóm carboxyl 
và amin, cùng với việc giàu glycine, có xu hướng làm cho sợi polypeptide 
tự xoắn trái mà không cần các liên kết hydro nội mạch. 


Vì glycine là acid amin nhỏ nhất không có nhóm bên, nó đóng vai trò duy 
nhất trong Sợi protein cấu trúc. Trong phân tử collagen, cứ mỗi ba acid amin 
lại có một glycine vì rằng để tạo nên chuỗi xoắn ba quanh một trục. sẽ 
không có chỗ cho bất kì nhóm bên nào lớn hơn nguyên tử hydro của 
glycine. Vì vậy các vòng của proline và hydroproline phải quay ra ngoài. 
Hai acid amin này giúp tạo nên sự ôn định của vòng. Chúng có hàm lượng, 
trong cá Ít hơn trong động vật máu nóng. Cá nước lạnh có ít hai acid amin 
này so với cá nước nóng. Nhưng cá nước nóng có tỉ lệ tương tự như động, 
vật máu nóng. Hai acid amin này càng ít, tính ôn định nhiệt của collagen 
cảng thấp. Do đó gelatin từ cá nước lạnh có nhiệt độ biến tính thấp và khó 
sử dụng. 


Trong số 28 loại collagen, có 5 loại phỏ biến nhất ở bảng sau: 
Bảng 8.1 Thành phần của chuỗi và phân bố trên cơ thể của các loại collagen 
































Loại Thành phần chuỗi Phân bồ trên mô 
collawen 
1 (ơ1())›ø2(1). đa, gân. xương, giác mạc, men răng. 
trimer(œ1(1)); sụn sợi, mạch máu, ruột, tử cung. da 
trong 
Hị (10); sụn trong suốt, dịch thuỷ tỉnh, trung, 
phôi bì 
II (11); mạch máu lớn, vách tử cung, van 
tim, nướu răng 
IV ((œ1(IV));ø2(V) các màng cơ bản 
WV ơI(V)a2(V)ø3(V) giác mạc, nhau thai, xương, mạch 
(a1(V);a2(V) lớn, sụn trong suốt, nướu 
(ø1(V); | 
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Ngoài cách phân loại trên, collagen còn được phân thành các nhóm con 
(subfamily), trong đó nhóm con collagen sợi ( Fibrillar collagens). bao sồm 
các loại I, II, II, V, XI, XXIV và XXVII được đề cập nhiều nhất. Cũng như 
các collagen khác, các collagen sợi cấu tạo từ ba sợi polypeptide gọi là các 
sợi œ. Các sợi đó có thể giống nhau như trong collagen loại II và loại II hay 
có thể là ba sợi khác nhau. Danh pháp của các sợi polypeptide là œn(N), 
trong đó N là số La Mã đẻ chỉ loại collagen, n là số của sợi polypeptide. Do 
đó collagen loại II gôm 3 sợi polypeptide giống nhau có kí hiệu là [œ1(11)]›, 
còn collagen loại I gồm có hai sợi polypeptide giống nhau œ1 và một sợi 
khác là ø2, kí hiệu là [œ1()]aœ2(1). Collagen loại V có ba sợi khác nhau tạo 
thành các dạng [ơ1(V)]zø2(V) và œ1(V)ø2(V)ø3(V). 


Đặc điểm chung của collagen sợi là có một vùng xoắn ba trung tâm khá dài 
trên mỗi sợi ơ, tạo thành từ một chuỗi lặp lại (Gly-X-Y); với n=337-343 tuỳ 
thuộc vào loại collagen. Ở các collagen I, II và III, các vùng này bị chen 
ngang bởi các vùng ngắn không có câu trúc xoắn gọi là các telopeptide, 
thường có độ dài khoảng 20 gốc. 


Do collagen loại I phô biến nhất và có ứng dụng nhiều, sau đây cấu trúc của 
nó sẽ được xem xét chỉ tiết. 


Cấu trúc bậc I (trình tự acid amin). 


Collagen loại I gồm có 2 sợi œ1(I) và một sợi œl(1I). Thành phần acid amin 
trong các sợi collagen giữa các loài động vật chỉ khác nhau đôi chút. Trình 
tự acid amin trong chuỗi collagen theo thứ tự Gly-X-Y, trong đó 35% vị trí 
của X, Y là proline, hầu hết ở vị trí X và 4-hydroxyproline ỏ vị trí ` 
Hydroxyproline chiếm khoảng 10% thành phân acid amin trong collagen. 
Collagen còn chứa một acid amin không thông dụng là hydroxylysine. Nó 
tạo cơ sở cho việc nối gốc đường vào collagen, một yêu cầu không thẻ thiếu 
để tạo vòng xoắn ba. Collagen loại I là một glycoprotein với carbohydrate 
chiếm ít hơn 1%. Thành phần đường là một galatose hay disaccharide của 
galactose và glucose O-glycosideicalli nối với gốc hydroxylysine. Các acid 
imin (proline+hydroxyproline) do có bản chất là vòng no làm cho vòng 
xoắn ba cứng hơn và các liên kết hydro làm hạn chế sự quay. 
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Hình 8.1 Các acid amin chính và cấu trúc collagen (Fratzl, 2008) 


Cấu trúc bậc cao hơn 


Sợi polypeptide có cầu trúc xoắn trái œ với mỗi vòng xoắn tương. ứng không 
phải là một sô nguyên của acid amin mà là 3.3 acid amin với chiều đài một 
bước xoắn là 0.87nm và được xác nhận bằng phổ nhiễu xạ tỉa X 
(B. Brodsky, 1988). Cấu trúc bậc ba tạo nên một đơn vị cơ bản gọi là 
tropocollagen: ba sợi polypeptide liên kết với nhau theo kiểu xoắn phải với 
một bước xoắn dài 8,6 nm. Một thanh xoắn ba như vậy có khối lượng phân 
tử xấp xỉ 300 kDa. dài 300 nm với đường kính 1,5 nm (M. E, Nimi, 1988). 
Thêm vào đó, có một đoạn từ 9-26 acid amin ở các đầu cuối mang, nhóm 
amín và đầu cuối mang nhón carboxyl không tham gia liên kết vào cấu trúc 
xoắn. Những vùng này gọi là telopeptide. 





Để tạo cầu trúc bậc bốn, các phân tử xoắn ba xếp xen kẽ theo chiều đài và 
theo hai phía để tạo thành sợi với chu kì phân biệt. Các phân tử xếp xen kẽ 
với khoảng cách 67 nm và hai sợi tiếp nhau cách nhau 40 nm như hình vẽ. 


6?nm. 40nm 





300nm 


Hình 8.2 Cấu trúc bậc 4 của collagen 


3. Tính chất 
a) Sự phân giải 
Collagen có tính bền dưới các tác động của Prot€ase trung tính. Ở pH trung 
tính, chỉ có collagenase đặc hiệu mới có thể phân cắt collagen tại một vị trí 
ở ba phần tư khoảng cách tính từ dầu cuối N. Đó là các enzyme 
metalloproteinase có khối lượng phân tử khoảng 40-50 kDa. Sau khi vòng. 
xoắn ba bị bẻ gây, sự phân cắt collagen xảy ra sâu xa hơn do các enzyme 
gelatinase và proteinase không đặc hiệu tạo thành các peptide ngắn và các 
acid amin. 
b) Tính kháng nguyên và sinh miễn dịch 
Collagen được biết là một chất tương thích sinh học rất tốt do độc tính thấp 
và phản ứng sinh miễn dịch kém. Đề giải thích cho tính chất đó người ta cho 
rằng do sự tương đồng của trình tự acid amin giữa các loài và hàm lượng 
thấp của các acid amin vòng thơm. Cần phân biệt hai khái niệm là tính sinh 
miễn địch - immunogenicity và tính kháng nguyên - antigenicity. Tính sinh 
miễn địch kéo theo một đáp ứng kháng thể còn tỉnh kháng nguyên là sự tồn 
ti của các kháng thể. Động vật và con người có thể sản sinh ra các kháng 
thể đối với các ba loại kháng nguyên (antigenic determinant) trong phân tử 
collagen: một là phân cuối của các chuỗi collapen không xoắn vào nhau (gọi 
là P~determinant), hai là vùng trung tâm thẻ hiện ở trình tự acid amin, ba là 
cấu trúc xoắn bậc ba của collagen. Tầm quan trọng của mỗi determinant là 
do bản chất collagen và do quá trình chế biển. Ví dụ khi lấy chọn lọc phần 
cuối không xoắn của collagen, tính kháng nguyên bị hạn chế. Nhìn chung có 
khoảng 3% bệnh nhân có mức kháng. thê chống cây ghép (anti-implant) cao 
đo cả hai loại kháng nguyên là câu hình xoắn và trình tự acid amin sau khi 
tiêm và ghép. Mặc dầu có những vấn đề về lí thuyết, collagen động vật vẫn 
được dùng làm chỉ khâu, tác nhân cầm máu và collagen tiêm được cho là an 
toàn. 
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Collagen có cấu trúc dạng sợi. dài có chức năng rất khác các protein hình 
cầu như enzyme. Các bó collagen là thành phần chính của mạng, lưới ngoại 

bào tạo độ chắc cho các mô và tạo hình dạng bên ngoàải cho tế bào, nhưng 
collagen cũng được tìm thấy bên trong tế bảo. Collagen có độ bền kéo tốt 
nên nó là thành phần chính của mô liên kết, sụn. đây chẳng, gân, xương và 
da. Cùng với keratin, nó tạo độ bên và đàn hồi cho da. Khi collagen bị thoái 
hoá. nó tạo các nếp nhăn cùng với sự lão hoá da. Collagen làm chắc thành 
mạch máu và tham gia phát triển các mô. Collagen tổn tại trong giác mạc và 
thuỷ tỉnh thể của mắt ở dạng tỉnh thể. 


Collagen do cấu trúc xoắn kép với nhiều liên kết giữa ba sợi polypeptide 
nên không tan trong nước. Trong khi đó. gelatin và collagen thuỷ phân có 
thể tan trong nước. 


Trong các loại collagen, gelatin và collagen thuỷ phân thì điểm đảng điện 
của collagen cao hơn của hai cái sau. 


Gelatin hiện nay được xem là thực phẩm và không có mã số E. Gelatin tạo 
gel thuận nghịch khi chuyên sol-gel với nhiệt hoàn toàn và nó tan chảy trong 
miệng nên rất được ưa chuộng. 


©) Động học tạo gel của gelatin 


Các tính chất thuỷ lực của dung dịch gelatin phụ thuộc vào khối lượng phân 
tử và phân bố khối lượng phân tử. Tính nhớt và khả năng tạo gel được quan 
sát ở nhiệt độ khác nhau. Khi hạ nhiệt độ, các phân tử gelatin kết hợp với 
nhau thành từng cụm nhỏ (cluster) và xoắn lại với nhau theo. từng đoạn, các 
cụm này lớn dẫn lên trùm lên toàn bộ thể tích và tạo thành khói gel. 


Hai tính chất tạo gel và tạo độ nhớt không quan hệ tuyến tính với nhau. Do 
đó độ Bloom và độ nhớt không có quan hệ với nhau vì mỗi loại do các phân 
đoạn có khối lượng phân tử khác nhau quyết định. Độ bền gel (Bloom) phụ 
thuộc vào tỉ lệ của các phân đoạn có khối lượng phân từ khoảng 100 000 
g/mol trong khi độ nhớt chịu ảnh hưởng của các phân đoạn từ 200 000 đến 
400 000 g/mol. Do đó tuỳ thuộc vào phương pháp tách chiết, các loại gelatin 
với cùng độ Bloom có thể có độ nhớt khác nhau. 


Ở nhiệt độ cao và nồng độ loãng, dung dịch gelatin có tính chất của dung 
địch Newton, nhưng khi hạ nhiệt độ, bắt đầu có sự tương tác giữa các phân 
từ gelatin và tính chất dung địch bắt đầu thay đổi. Khi nhiệt độ hạ thấp và 
tạo gel, khi đó khối gel có tính. chất visco-elastic. 


Có hai loại gelatin, loại A (acid) và loại B (base) tuỳ theo quá trình sơ chế 
của công nghệ sản xuât gelatin. 


Độ bền gel của gelatin đo bằng độ Bloom. Để đo độ Bloom. người ta chuẩn 
bị gel có nồng độ gelatin 6,67% và để ở 10°C trong 17 giờ trước khi đo. Độ 
Bloom là trọng lượng tính bằng gram cần thiết để một đầu ép chuẩn ép bè 
mặt khối gel xuống độ sâu 4 mm. Gelain có độ bền gel thấp nếu độ 
Bloom<100, loại trung bình từ 100-200, loại cao từ 200-300. 


4. Tách chiết 


Collagen — gelatin được tách chiết từ da bò. đa lợn. da cá là chủ yếu, tuy 
vậy. nó còn được chiệt từ xương, gân, vảy cá... Mỗi loại nguyên liệu khác 
nhau đòi hỏi công nghệ tách chiết khác nhau. 

Nhìn chung tách chiết collagen theo các bước chính là làm sạch nguyên liệu, 
khử protein không phải collagen, sau đó chiết collagen trong acid hoặc 
pepsin. Dịch thu được đem lọc, cô đặc và sấy khô. Để tránh collagen thuỷ 
phân, quả trình được ến hành ở nhiệt độ thấp. 

Đổi với gelatin, quá trình chiết được tiến hành ở nhiệt độ cao hơn và khi đó 
các phân tử collagen sẽ bị thuỷ phân, bung các sợi xoắn kép ra một phân hay 
toàn bộ. 

Một sản phẩm nữa là gelatin được thuỷ phân sâu xa hơn để tạo thành các 
đoạn polypeptide hoặc peptide mà tên gọi của nó lả gelatin thuỷ phân hoặc 
collagen thuỷ phân. Các sản phẩm collagen thuỷ phân được sản xuất ở khôi 
lượng phân tử trung bình là 1000 dến 5000 Da và dùng rộng rãi trong công 
nghiệp thực phẩm vì nó tan dễ dàng trong nước. 





Trong các nguồn nguyên liệu sản xuất collagen, da cá trở nên được ưa 
chuộng. Collagen và gelatin từ da cá được xem là các protein độc đáo so với 
các protein từ cơ thịt cả và điều này tính độc đáo của cá nằm trong thành 
phần acid amin và chứa nhiều axit amin không phân cực (trên 80%) như 
Gly. Ala, Val và Pro (Kim và Mendis, 2006). 


Sau đây một số phương pháp tách chiết collagen và gelatin được xem xét. 
Collagen từ đa cá 


Do sự bùng phát bệnh bò điên (bovine spongiform encephalopathy, BSE), 
và bệnh lở mồm long móng (foot-and-mouth disease, FMD), việc sử dụng 
collagen và dẫn xuất của nó từ các phế liệu của động vật trên cạn gặp nhiều 
nghỉ ngại. Thêm vào đó, collagen sản xuất từ bò bị cắm sử dụng ở những 
cộng đông người Sikh và người Hindu, trong khi collagen từ heo không thê 
sử dụng ở cộng đồng người theo đạo Hồi và người Do Thái. Do đó việc sử 
dụng collagen từ cá và nhuyễn thể được chú ý nhiêu hơn. 
Trong số các loài cá được chế biến, cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) 
có sản lượng ngày càng lớn và trở thành một nguôn nguyên liệu quan trọng 
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cho chế biển collagen/gelatin. Cá được nuôi ở nhiều nước như Việt Nam, 
Thái Lan. Indonesia, Malasia và Trung Quốc. Loài cá nước ngọt này sống ở 
vùng nhiệt đới. nước có pH từ 6.5 đến 7 và nhiệt độ từ 22-26°C. Cá trưởng 
thành có thể dài đến 130 cm và nặng trên 40 kg. Cá tra được ưa. chuộng trên. 
thể giới. Công nghiệp chế biến phát triển sinh ra một lượng không lỗ da cá, 
một nguồn chế biến collagen quan trọng. Tại Việt Nam, sản lượng cá tra 
khoảng 1.2 triệu tấn/năm. Với tỉ lệ da cá khoảng 5% trọng lượng cá, số 
lượng đa sinh ra là 60 000 tấn, Nếu tính trung bình lượng collagen khoảng 
10% trọng lượng da. sản lượng. collagen khoảng 6000 tấn năm. Đây là một 
con số rất có ý nghĩa. 





Để tách chiết collagen từ da cá, cần tách theo hai bước. đầu tiên tách chiết 
collagen tan trong acid, sau đó phần không tan được tách chiết trong pepsin. 
Quá trình chiết trong phòng thí nghiệm như sau: 

Sơ chế đa cá: 


Mục đích công đoạn này là để loại bỏ các loại protein không phải là 
collagen. Da cá được trộn với NaOH 0,1M với tỉ lệ da:dung, dịch là 1:10 
(w/v). Hỗn hợp được khuấy trong 6 giờ ở 4C và dung dịch kiềm được thay 
2 giờ một lần. Da sau đó được rửa sạch bằng nước đến trung tính. 

'Tách chiết phần collagen tan trong acid (Acid soluble collagen, ASC). theo 
Nagai and Suzuki (2000): 


Tát cả các quá trình được tiến hành ởờ 4°C. Da sau khi sơ chế được khử mỡ 
bằng butyl aleohol 10% với tỉ lệ da/dung môi là 1:10 (w/v) trong 48 giờ và 
thay dung môi sau mỗi 8 giờ. 


Da sau khi khử mỡ được rửa trong nước lạnh (5-8°C), sau đó ngâm trong 
acid acetic 0,5M với tỉ lệ da/dung môi là 1:15 trong 24 giờ. Dịch chiết được 
lọc và phần rắn được chiết lại như trên. Sau đó trộn hai dịch chiết lại. 
Collagen trong dịch chiết được kết tủa bằng cách thêm NaCL đến nồng độ 
trong dung dịch 2,6M với sự có mặt của 0,05M tris(hydroxymethyl) 
aminomethane, pH=7. Kết tủa được thu bằng l¡ tâm 20 000g trong 60 phút. 
Phần rắn thu được được hoả tan trong. thể tích tối thiểu của acid acetic'0,5M 
trong 24 giờ. Sau đó thẩm tích trong cùng, thể tích nước trong 24 giờ nữa. 
Chất thẩm tích là collagen tan trong acid, ASC. 


Tách chiết collagen tan trong pepsin (pepsin soluble collagen, PSC) 


Phần bã không tan trong acid ở công đoạn trên được dùng, để chiết tiếp 
collagen tan trong pepsin. Ngâm bã trong acid acetic 0,5M với tỉ lệ chất 


rắn/dung địch là !:15 và thêm pepsin từ heo vào (20U/g bã). Hỗn hợp được 
khuấy liên tục trong 48 giờ, sau đó lọc để lấy dịch trong. Dịch lọc cũng 
được kết tủa và thẩm tích như trên. Chất thâm tích được đông khô và gọi là 
collagen tan trong pepsin. PSC. 
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Hình 8.3 Phỏ IR của hai toại collagen tan trong acid và tan trong pepsin từ da cá 
tra, Pangasianodon hypophthalmu. ( Prabjeet Singh, 2010). 


“Trên phổ IR ta thấy cả hai loại collagen ASC và PSC đều có cầu trúc tương 
tự nhau và việc thuỷ phân bằng €nzyme pepsin không ảnh hưởng đến cầu 
trúc xoắn ba của collagen. Nhiệt độ biến tính của hai loại khác nhau đôi chút 
là 39.3°C cho ASC và 39.6°C cho PSC. Việc nghiên cứu thế zeta chỉ ra hai 
loại ASC và PSC có điện tích trung hoà tương ứng tại pH 4,72 và 5.43. 
Điều này cho thấy có sự khác nhau với mức độ nhỏ trong thành phần và cấu 
hình của hai loại nói trên. 

Trong công nghiệp. công nghệ được dựa trên những bước căn bản nói trên 
nhưng có nhiều biến thể tuỳ theo ứng dụng đầu cuối. Ví dụ để sản xuất 
collagen thuỷ phân dùng trong mĩ phẩm và dược phẩm, người ta còn có 
công đoạn khử mùi tanh của cá. thịt, tạo hương vanillc cho sản phẩm .. 
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Bảng 8.2 Thành phần acid amin tan trong acid và trong pepsin chiết từ da cá tra. 
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Tính cho 1000 acid amin. Prabjeet Singh (2010) 











Acid amin Collagen hoà Collagen hoà tan 
tan trong acid trong pepsin 

Alanine 116 114 
Arginine %4 54 
Aspartic acid/asparagine 46 44 
Cysteine 0 0 
Glutamic acid/glutamine 80 77 
Glycine 309 317 
Histidine 4 4 
Isoleucine 14 12 
Leucine 26 24 
Lysine 2 26 
Hydroxylysine 5 6 
Methionine 10 10 
Phenylalanine 13 12 
Hydroxylproline 86 9] 
Proline 120 126 
Serine 37 34 
Threonine 2+4 24 
Tyrosine 5 3 
Tryptophan 0 0 
Valine 23 2 
Total 1000 1000 
Amino acid 206 21 

















Theo bảng trên, ta thầy hàm lượng glycine nhiều nhất (309-317/1000 gốc). 
Sau đó là proline (120-I26/1000 gốc), alanine (116-114/1000 gốc) và 
hydroxyproline (86-91/1000 gốc). Như vậy glycine chiếm 1⁄4 tổng các acid 
amin và nó xuất hiện theo trình tự gÌycine-X-Y, tức là cứ ba acid amin trong 
mạch thì glycine xuất hiện một lần ngoại trừ 14 acid amin đầu tiên tính từ 


đầu cuối N và 10 acid amin tính từ đầu C (Foegeding et al., 1996). Hàm 
lượng acid imin (proline+hydroxyproline) của ASC và PSC tương ứng là 
206 và 217/1000 gốc cao hơn hầu hết các loại da cá khác. Hai acid này làm 
cho collagen ổn định nhiệt tốt hơn do có nhiễu các liên kết hydro. Nhiệt độ 
biến tính của collagen da từ cá basa là khoảng 39°C khá cao so với cá tuyết 
(cod) vùng Baltic, chỉ có 14C (Elzbieta Zelechowska,2010). Do đó 
collagen từ đa cá basa có nhiệt độ biên tính cao hơn các loại collagen từ da 
cá khác. Không có cystein và tryptophan trong da cá. Một cách tông quát, 
collagen loại một chứa rất ít cysteine (0,02%) và methionine (1,24-1,33%) 
(Owusu-Apenten, 2002). 

Quy trình tách chiết gelatin từ da cá trong phòng thí nghiệm: 

Việc tách chiết gelatin từ đa cá cũng trên nguyên tắc dùng nhiệt để chuyên 
collagen thành gelatin trong môi trường acid hoặc kiềm. Quá trình này cắt 
đứt một số liên kết nội phân tử và liên phân tử, bao gồm một số liên kết 
amid. Quá trình tách chiết làm ngắn mạch polypeptide và ảnh hưởng đến 
các tính chất chức năng của gelatin. Sự cắt mạch phụ thuộc vào điều kiện 
bảo quản da cá, tiền xử lí, các thông số công nghệ (nhiệt độ, thời gian, độ 
pH). Quá trình tách chiết gồm ba giai đoạn chính: tiền xử lí da cá, tách chiết 
gelatin, tỉnh chế và sấy khô. Tuỳ theo phương pháp tiền xử lí ta thu được 
hai loại gelatin như đã nói trên. Gelatin loại A được sản xuất từ collagen tiên 
xử lí bằng acid và loại B từ xử lí kiềm. Da cá có cấu tạo từ collagen ít liên 
kết ngang nên xử lí bằng acid loãng. 

Có rất nhiều phương pháp tách chiết gelatin từ da cá và các loài thuỷ sản 
khác nhau tuỳ theo loài và vùng sinh sống (Gómez-Guillén và cộng sự, 
2009). Gómez (Gómez-Guillén và cộng sự, 2001) công bố phương pháp. 
tách chiết gelatin có khả năng tạo gel mạnh như sau: ngâm da cá trong acid 
loãng đẻ collagen trương nở, sau đó chiết trong nước ở nhiệt độ vừa là 45C. 
Quá trình diễn ra tổng cộng trong 24 giờ. 

Kolodziejska (Kolodziejska và cộng sự 2004) cho. thấy có thể bỏ qua khâu 
xử lí hoá học trước khi chiết da cá nước lạnh và giảm thời gian chiết từ 12 
giờ xuống còn 30 phút bằng cách cắt nhỏ da cá. Tuy nhiên vì da cá khó cắt 
nhỏ nên cũng cần phải xử lí acid loãng đẻ dễ cất. 

Tính chất của gelatin cũng bị ảnh hưởng của quá trình bảo quản da. 
Fernandez (Fernandez-Diaz và cộng sự 2003) chi nhận răng da bảo quản ở- 
12C cho gelatin có khả năng tạo gel thấp hơn da bảo quản ở -20C. Liu 
(Liu. H. 2008) cho thấy da cá basa bảo quản khô có gelatin tạo gel chắc hơn 
da tươi và da bảo quản đông và da khô có hàm lượng các chuỗi xoắn alpha 
nhiều hơn. Điểm tạo gel và điểm nóng chảy của gelatin từ da khô tương tự 
đa tươi nhưng khác với da bảo quản đông. 
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Bảng 8.3 Tính chất và điều kiện tách chiết gelatin từ các loài thuỷ sản 
khác nhau (Gómez-Guillén và cộng sự, 2009). 






































Độ bên [ Nhiệt | Nhiệt độ Điều kiện tiễn xử lí 
Loài gel | độtạo | nóng 
(g/em”) I J chảy gel, 
Ả& Ắc ) 
Cá tuyết Atlantic 9s 0.3% aeid sulfuric / acid 
xi h 
Gas morhua' SH QUỜN 42 Gì 
Cá tuyết Atlantic ?] 10 012M acid sulfUric / 
5ú taxiciavs cỗ 
È.morliin $005M acid citric 56C, 
2 giờ. 
Cá hồi Atlantic 108 l2 012M acid sulfUric / 
i21 sử 
#9lmosuje: Đg acid ciưic, 56C. 
I5 —= 
Alaska Pollack 98 212 |0.IM hydroxide caleium 
/0.05M acid acetic. 50C, 
Theragra chaÍeogrununa 217 l6 - [g0 nhạc 
: : lam 
Mực Dosidicus gigúx 10 l6 19 0.05M acid acetic. 
Mực Ø. gigax 147 l2 17 4§°C. qua đêm, 
+ 
Red tilapia (Cá rô phí đỏ) 128 2324 |Pepsin (1/8000. wv}+ 
Is7EIME. 
reocliromis nilotica 0.05 M acid acetc 60C. 
qua đẻm. 
Channel catfish 352 02% acid sulfuric / 1% 
ñ t) đã 
ÂCldHuriy pfietdftits acid eitric 45ÌC, 12 giờ. 





0.2M hydroxide sodium / 
0,115M acid acetic 55C. 
| 80 phút 








Quy trình tách chiết gelatin (Haiying Liu, 2008 hay Channel catfish 


letalurus punetatus từ Bác Mì): 
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Sau khi xử lí kiềm để loại bỏ protein không phải collagen, da cá được ngâm 
trong acid acetic 50 mM với tỉ lệ da/dung dịch là 1:8 ở 15"C trong 18 giờ. 
Da cá được rửa bằng nước đến pH =3,5-4. Sau đó da được chiết gelatin 


bằng nước ở 45°C trong 7 giờ. Dịch chiết được lọc và cô đặc. 


Ngoài ra, quy trình sản xuất khác tại nghiên cứu tại Việt Nam như sau: da cá 
được cắt thành miếng và ngâm trong nước ấm trong 3-5 giờ. Tiếp theo da 
được xử lí bằng NaOH 0,2M trong 3 ngày, Sau đó da được rửa sạch và xử lí 
với acid citric 0.05M cho 3 giờ. Da rửa cân thận và chuyển sang chiết xuất 
øelatin. Các thôn số tối ưu đề chiết xuất gelatin 0.05M citric acid, nhiệt độ 
50°C cho 3-4 giờ. Trong trường hợp sử dụng nhiệt độ cao hơn 90°C, thời 
gian xử lí là 3 giờ. Gelatin có trọng lượng phân tử 95-138 kDa với những 
tính chất lưu biên tốt. Gelatin chứa 14 acid amin với hàm lượng cao Proline 
{Võ và cộng sự năm 2008, Huỳnh 2010). 


[sz†——†s#z4— 












Xử li kiềm NaOH 0,2M 


Xử lí acid CH;COOH 0,2M 


Tách chiết 





Đóng gói 


Hình 8.4 Sơ đồ quy trình công nghệ tách chiết gelatin từ da cá 


Quy trình sản xuất gelatin công nghiệp: 


Trong công nghiệp. quy trình sản xuất pelatin từ các nguyên liệu khác nhau 
được tiền hành qua các công đoạn chính sau: 


Sơ chế nguyên liệu: 


Trong công nghiệp. gelatin được tách chiết từ hai loại nguyên liệu chính là 
xương và da. Xương được. cắt nhỏ và xử lí bằng HCI với nông độ 4-6% ở 
nhiệt độ 10-20°C trong một tuần. Trong quá trình này, Ca;(PO.); và CaCO; 
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trong xương được làm tan ra trong dung dịch. Quá trình này gọi là làm mềm 
xương và ta thu được khung câu trúc protein xương có chứa collagen được 
gọi là *ossein”. Thuật ngữ này có gốc từ tiếng Pháp với “os” nghĩa là xương 
và "ein” từ chữ protein. 


Đối với da bò, người ta loại phần da hoá sừng bên ngoài dùng cho ngành 
thuộc da, lớp trong tiếp xúc với thịt thường chứa mỡ cũng được loại ra, chỉ 
lấy phần giữa có chứa nhiều collagen. Đối với da heo, người ta loại lớp mỡ 
phía trong, giữ lại lớp da phía ngoài để chế biến gelatin. Da cá rất mỏng do 
quá trình tách da bằng máy nên không cần xử lí cơ học gì thêm, chỉ cắt nhỏ 
trước khi xử lí. 

Xứ lí nguyên liệu 

Collagen trong mô liên kết của động vật hoà tan rất chậm ngay cả trong 
nước sôi do có các liên kết ngang giữa các phân tử collagen. Do đó cần xử lí 
hoá học để thuỷ phân các liên kết ngang trước khi tách chiết. Việc xử lí này 
cần ở điều kiện nhẹ nhàng đẻ tránh ảnh hưởng đến chất lượng elatin. 
Thường dùng acid hoặc kiểm thật loãng đẻ xử lí, sao cho chỉ có các liên kết 
ngang bị cắt đứt. Đối với da động vật giả, thường dùng xử lí kiềm mạnh 
hơn, còn đối với da động vật còn non chỉ cần acid loãng và thời gian ngắn 
để xử lí. Ngoài acid và kiềm, người ta còn kết hợp với xử lí bằng enzyme 
collagenase. Khi đó gelatin có thê được cơ thể người tiêu hoá. 

Khi xử lí bằng kiềm, người ta có thể dùng dung dịch NaOH 1% trong vài 
ngày ở nhiệt độ thường. Gelatin thu được theo cách xử lí kiềm gọi là gelatin 
B. Khi xử lí bằng acid, thường dùng H;SO; hay HCI nồng độ 2-4% trong 
một ngày và sản phẩm sau đó gọi là gelatin A. 

Tách chiết 


Theo công nghệ truyền thống người ta nấu chiết gián đoạn nguyên liệu trong. 
nước theo nhiều giai đoạn với nhiệt độ tăng từ 50- 100C. Mỗi giai đoạn kéo 
dài vài giờ, mỗi lần chiết được khoảng 3-7% gelatin. Công nghệ hiện đại sản 
xuất theo phương pháp liên tục ở pH từ 2-3 theo nguyên lí ngược dòng. 
Theo công nghệ này, quá trình chiết nhanh hơn, sản phẩm đều hơn, có độ 
Bloom cao, độ nhớt thấp và có màu nhẹ hơn. Các thông số tách chiết cần 
được tối ưu hoá theo từng công nghệ khác nhau. 


Công đoạn lọc 


Sau khi nấu chiết, dung dịch gelatin cần được phân li trong các máy phân li 
ba pha để loại các cặn rắn và mỡ ra khỏi dịch chiết và đi vào thiết bị lọc. 
Thường dùng thiết bị lọc với chất trợ lọc là diatomit hoặc perlite. Do các 


quá trình xử lí và trung hoà, trong dịch chiết còn chứa nhiều muối đo đó cần 
có quá trình loại muối bằng trao đôi ion. Trong công nghệ hiện đại, người ta 
dùng phương pháp siêu lọc để vừa loại muối, vừa làm tăng nồng độ øelatin. 


Cô đặc 


Sau khi tỉnh chế và loại muối, hàm lượng nước trong dịch gelatin là trên 
95%. Để bảo quân, cần có gelatin với hàm lượng âm từ 10-12%. Có thể cô 
đặc bằng phương pháp chân không nhiều tầng. Nồng độ gelatin sau khi cô 
đặc đạt khoảng 50%. Sau đó dịch được thanh trùng. 
Sấp và nghiền 
Sau khi thanh trùng, dịch gelatin được làm lạnh để tạo gel và đưa vào máy 
ép để tạo sợi và đưa vào máy sấy. Trong. công nghiệp, việc sấy khô gelatin 
là một việc khá khó khăn và đòi hỏi thiết bị được chế tạo đặc biệt. Thách 
thức kĩ thuật là khi sấy khô ở nhiệt độ cao hơn nhiệt độ nóng chảy, trường 
hợp gelatin từ bò khoảng 35°C, thì gelatin sẽ chảy ra và làm cho việc sấy trở 
nên khó khăn. Do đó sau khi cô đặc, gelatin được làm lạnh đến 5C và cho 
vào máy ép đùn để tạo ra các sợi gel. Các sợi này được cho vào một máy 
sây chuyên dụng bằng không khí nóng. Điểm đặc biệt của máy này là băng. 
chuyền đi qua các buồng có nhiệt độ tăng dần, sao cho nước tách ra mà 
không làm nóng chảy gelatin. Đây là một kĩ thuật sấy đòi hỏi trình độ cao. 
Không khí sấy ban đầu có nhiệt độ 30°C, độ âm 10-15% sau đó nâng nhiệt 
độ lên dần tuỳ theo độ ẩm của gelatin. Nhiệt độ cuối của không khí khoảng 
60C và độ âm của sản phẩm khoảng 10%. Sau đó các sợi gelatin khô được 
nghiền và đóng gói. 
Công nghệ sản xuất gelatin hoà tan: 
Một sản phẩm hiện đại của gelatin đang có ứng dụng rộng rãi là gelatine 
thuỷ phân (Gelatine hydrolysate) hay có tên thương mại là collagen thuỷ 
phân. Đó là gelatin có khối lượng phân tử nhỏ, từ 300-25 000g/mol, có thể 
tan trong nước lạnh và không tạo gel. Theo Luật thực phẩm châu Âu, chúng 
được gọi là gelatin ăn được không tạo gel. 


Công nghệ này có các bước căn bản giống như quy trình sản xuất gelatine 
ăn được nhưng phân tử collagen được cắt ngắn bằng quá trình thuỷ phân 
nhiều giai đoạn bằng enzyme kết hợp với hoá học, vật lí cho đến khi thu 
được các đoạn mạch có khối lượng phân tử mong muốn. Mặc dù gelatin có 
thể được thuỷ phân bằng các loại enzyme khác nhau như p€psin, neutrase, 
alkalase, bromelain hay apain, chỉ có các loại enzyme đặc hiệu collagenase 
được sử dụng để sản xuất gelatin thuỷ phân. Việc chọn enzyme và điều kiện 
thuỷ phân quyết định đến tính chất cảm quan của sản phẩm cuối cùng. Sau 
khi tỉnh chế và cô đặc, dịch được sấy phun. 
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5. Ứng dụng 
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Collagen ngày nay trở thành một vật liệu sinh học có nhiều ứng dụng trong. 
y học do nó có tính phân huỷ sinh học và tính kháng nguyên yếu. Nó được 
dùng làm chất nhả chậm thuốc, dùng trong kĩ thuật mô. Nó còn được dùng 
trong điều trị bệnh thấp khớp và xơ cứng khớp. 

Trong nhãn khoa collagen có rất nhiều ứng dụng như cây ghép giác mạc. chỉ 
khâu tự tiêu. kính áp tròng. dung dịch thuỷ tỉnh dùng trong quá trình mổ 
mắt. Collagen dùng làm chất nhả chậm thuốc ở bề mặt giác mạc. 


Một trong các ứng dụng thương mại mạnh nhất của collagen trong y học là 
làm thuốc tiêm dạng nước để sửa chữa các hư hỏng của da. Các loại thuốc 
này đã phát triển rất mạnh trong những năm qua. Các loại thuốc tiêm tương. 
tự cũng đã sử dụng thành công đề điều trị một số bệnh khác như bất động 
dây thanh quản (vocal fold immobility) và bệnh tiểu không kiểm soát 
{urinary incontinenee). 





Một trong những nghiên cứu đầu tiên vẻ việc nhả chậm thuốc của collagen 
được tiền hành hiệu quả với thuốc gây mê và thuốc giảm đau. Kết quả cho 
thấy khi tiêm thuốc trong dung dịch có collagen kéo dài thời gian của thuốc 
lên gấp 3-5 lần. Việc nhả chậm thuốc cũng được tiến hành đối với các loại 
thuốc có bản chất là protein. Đã có nhiều nghiên cứu vẻ tương tác của 
protein thuốc với mạng lưới collagen từ đó tạo nên tảng cho sự nhả chậm 
thuốc vào cơ thể. 


Collagen dạng xốp (sponge) được dùng là băng vết thương và cằm máu. Để 
tạo dạng này, người ta đông khô collagen đã trương nở trong acid hoặc 
kiềm. Độ xốp của nó có thể thay đổi bằng cách thay đổi nông độ collagen và 
tốc độ làm đông. Collagen xốp là vật liệu vô cùng quan trọng trong điều trị 
bỏng nặng và dùng làm băng cho rất nhiều loại vết thương. Một ưu điểm lớn 
của collagen trong việc điều trị vết thương là nó có thẻ hắp thu một lượng 
lớn dịch ri ra từ vết thương, dính nhẹ nhàng lên khu vực vết thương và vẫn 
giữ được độ âm cũng như ngăn cản được sự thâm nhập của các vỉ sinh vật 
nhiễm vào vết thương. Bên cạnh các tính chất vật lí. collagen còn thúc đây 
quá trình phát triển các tế bào để tạo các mô mới tại vết thương. Kết hợp với 
thuốc kháng sinh, các loại băng từ bọt xốp collagen có thể nhả chậm thuốc 
kháng sinh trong quá trình điều trị. 

Gelatin được dùng vì nó không có vị lạ với các tính chất duy nhất như tạo 
nhũ tương. liên kết, ôn định và tạo gel. Điều nảy làm cho øelatin là phụ gia 
thực phẩm lí tướng đối với nhiều loại thực phẩm. Gelatin dùng làm chất ôn 
định bọt, một yêu câu chính của các sán phẩm kem, đỗ tráng miệng. 
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Với tính chất mềm dẻo, an toàn. gelatin tiếp tục giữ vị trí là chất tạo vỏ 
thuốc. Gelatin từ xương bò được dùng phô biển đê tạo gelatin mêm trong, 
công nghiệp dược phâm. 

Gclatin còn được dùng trong công nghiệp phim ảnh. Nó được dùng trong, 
giấy in ảnh và phim nhựa. 

Gelatin thuỷ phân được dùng trong mĩ phẩm và thực phẩm. Cùng với acid 
hyaluronic và chondroitin, gelatin thuy phân có mặt trong rất nhiều sản 
phẩm thuộc thực phẩm chức năng và nước uống bổ dưỡng cho da. xương và 
khớp. Đây là một nuành kinh doanh đang bùng. nỏ trên thị trường thế giới. 


Ứng dụng của gelatin trong công nghệ sinh học. kĩ thuật mô: 


Hiện nay, nhu cầu thay thể các mô và nội tạng ngày càng nhiều và Vượt quá 
khá năng hiến tặng. do đó đòi hỏi phai có nguồn thay thể được nuôi cấy trên 
các tế bảo chuyên biệt hoặc trên các polymer tự nhiên hay tổng hợp. Các 
polymer đó đóng vai trò là các giá đỡ trong kĩ thuật nuôi cấy mô và là chất 
mang của các nhân tố phát triên (growth factors) đề giải phóng chậm các 
nhân tổ đó, Các polymer đỏ phải bảo đảm hai yêu câu. Thứ nhất là các 
polymer đó phải có độ xốp cao đẻ có bể mặt riêng lớn. tạo điều kiện cho các 
tế bào bám vào đó và phát triên trước khi cấy ghép. Polymer đó không được 
ức chế quá trình khuếch tán của các tế bào vào các mô xung quanh trong 
quá trình cấy ghép và thêm vào đó nó cân có tác dụng thúc đây quá trình tạo 
mạch máu trong mô phát triển. Thứ hai là các polymer làm giá đỡ phải có 
khả năng tự phân huy sinh học và loại ra khỏi cơ thê. Trong các polymer 
sinh học được sử dụng trong kĩ thuật nuôi cấy mô, gelatin được sử dụng 
rộng rãi vì nó đáp ứng được hai yêu cầu trên. 





Đề tạo gelatin làm giá đỡ, phương pháp mới hiện nay làm đông khô với chất 
tạo xốp là nước. Người ta tiến hành theo ba công đoạn. Đầu tiên là tạo liên 
kết ngang giữa gelatin và glutaraldehyde. Sau đó gel được cho ngậm nước 
hoàn toàn với hàm lượng nước là 98%. Bước hai gel gelatin được đưa đi 
làm đông -80°C hoặc nitơ lỏng rồi đưa đi tách nước bằng phương pháp đông 
khô. Sản phẩm là khối gelatin khô có độ xốp cao. Nhiệt độ tạo làm đông 
càng thấp, kích thước lỗ xốp cảng nhỏ và mật độ càng cao. Đó là do khi làm 
đông ớ nhiệt độ càng thấp. kích thước tỉnh thể đá càng nhỏ và do đó sau khi 
thăng hoa để lại các lỗ xốp có kích thước nhỏ. Như vậy bằng các thay đôi 
nhiệt độ làm đông, có thể diều khiến được quá trinh tạo gel với kích thước 
lỗ xốp khác nhau. 
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Hình 8.5 Ảnh hiển ví điện từ SEM của mặt cắt ngang khói gel gelatin 
sau khi làm khô. a) Làm đông ở -80°C b) làm đông trong nitơ lỏng. 
(Hye-Won Kang, Yasuhico Tabata, 8. Ikada, 1999) 


Gelatin từ lâu đã được dùng làm vỏ bọc thuốc (capsule) nhưng hiện nay để 
nâng cao hiệu quả nạp và giải phóng thuốc, người ta chế tạo các hạt øelatin 
ở kích thước nano, cỡ 200- 300 nm. Đó là do gelatin cỏ tính kháng nguyên 
thấp, tương thích sinh học tốt, không độc, dễ biến đổi hoá học và tạo liên kế 
ngang. Trong liệu pháp miễn dịch, hạt nanogelatin được dùng đề gắn các 
oligonucleotide CpG vào các hạch bạch huyết để gây nên tính miễn dịch 
chồng khối u hiệu quả hơn. Đề tăng cường khả năng tương thích sinh học và 
giảm tính kháng nguyên, hiện nay người ta đang nghiên cứu tạo ra gelatin 
người trên cơ sở tái tô hợp gen. Trong những năm qua, các hạt nanogelatin 
đã được áp dụng thành công trong việc đưa thuốc có nguồn gốc protein đến 
các cơ quan đích trong cơ thể. Liên quan đến kĩ thuật này có hai vẫn đê: một 
là nạp thuốc thành công lên bề mặt các hạt nanogelauin và hai là giải phóng. 
thuốc có điều khiển trong cơ quan đích. 
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MỤC LỤC 


Lời nói đầu 
PHẦN I; CÁC KIÊN THỨC CĂN BẢN 
VỀ POLYMER SINH HỌC 

Chương 1: Câu trúc hoá học của các polymer sinh học 

1. Các đại phân tử polymer và polymer sinh học 

2. Protein 

3. Đường và các polysaccharide 
Chương 2: Câu trúc, tính chất của các polymer sinh học 

1, Cấu hình của các polymer sinh học 

2. Tính chất vật lí của các polymer sinh học 
Chương 3: Các phương pháp nghiên cứu polymer sinh học. 

1. Phương pháp đo độ nhớt 

2. Phổ hồng ngoại 

3. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân 


4. Sắc kí 
5. Điện di 
PHẢN 2: CÁC POI.YMER SINH HỌC BIỂN 
CÓ NGUÔN GÓC THỰC VẬT 
Chương 4: Agar 


1: Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 
2. Cầu trúc hoá học 
3. Tính chất 
4. Tách chiết 
5. Ứng dụng 
Chương 5: Alginat 
1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 
2. Cầu trúc hoá học 
3. Tính chất 
4. Tách chiết 
3. Ứng dụng 
Chương 6: Carrageenan 
1. Sơ lược lịch sứ, thuật ngữ 
2. Cấu trúc hoá học 
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Trang 


3. Tính chất 

4. Tách chiết 

5. Ứng dụng 

PHẦN 3: CÁC POLYMER SINH HỌC BIỂN 
CÓ NGUÔN GÓC ĐỘNG VẬT 

Chương 7: Chin — Chitosan 

1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 

2. Tính chất 

3. Tách chiết 

4. Ứng dụng 
Chương 8: Collagen — Gelatin 

1. Sơ lược lịch sử, thuật ngữ 

2. Cầu trúc hoá học 

3. Tính chất 

4. Tách chiết 

$. Ứng dụng 
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